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ABSTRACT

This paper discusses the scientific and technological factors that
coincided in the beginning and in the initial development of the phar-
maceutical industry in Europe. Having pointed out the reasons that
favoured the initial success of the German chemical pharmaceutical
industry, we evaluate the efforts of other countries to occupy the lead-
ership of this industrial sector: from the British trials of business con-
centration to all the strength of the Swiss as a neutral nation in con-
flicts of war; a special tractor will be dedicated to the study of the
penetration of German industry in France, in particular, in the sys-
tems invented by German manufacturers to violate the French pro-
tectionist legislation. In concluding, we describe the two industrial-
ization models followed by the pharmaceutical industry during the
decades of change of the 19™-20™ centuries. We evaluate and explain
the social, economic, cultural and, above all, scientific-technical rea-
sons that defined both and discuss the motives that led to the current
situation of leadership of the central European model in the pharma-
ceutical sector.

Keywords: Pharmaceutical industry; history; Europe.
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RESUMEN

Innovacion vs. tradicion: la eleccion de un modelo de industria-
lizacion farmacéutica en la Europa de los siglos XIX y XX.

Analizamos los factores cientificos y tecnolégicos que confluye-
ron en el inicio y primer desarrollo de la industria europea del me-
dicamento. Tras sefialar las razones que favorecieron el auge inicial
de la industria quimico-farmacéutica alemana, pasamos a valorar los
esfuerzos de otros paises por ocupar el liderazgo de este sector in-
dustrial: desde los ensayos britanicos de concentracién empresarial
hasta la potencialidad de Suiza como nacién neutral en los conflic-
tos bélicos; un capitulo especial queda dedicado al estudio de la pe-
netracion de la industria alemana en Francia, en particular, a los sis-
temas ideados por los fabricantes alemanes para violar la legislacion
proteccionista gala. Para concluir, caracterizamos los dos modelos de
industrializaciéon seguidos por la industria farmacéutica durante el
gozne de los siglos XIX y XX; se valoran y explican las razones so-
ciales, econémicas, culturales y, sobre todo, cientifico-técnicas que
les definen y se discuten los motivos que condujeron a la actual si-
tuacién de liderazgo del modelo centroeuropeo en el sector farma-
céutico.

Palabras Clave: Industria farmacéutica; historia; Europa.

1. INTRODUCTION

The stages that define process of industrialisation in Europe are
not uniform; their differences have their roots, as wisely pointed out
by the German sociologist Max Webber at the beginnings of the 20"
century (1) in the ‘spirit of capitalism’ which defines the countries of
the centre and north of Europe, with the ‘traditionalist’ temperament
of the Mediterranean Europe. The different mentality and the differ-
ent rent per capita with which the countries of the centre and north
of Europe (the ‘Protestant Europe’) faced the ‘industrial revolution” as
opposed to those washed by the Mediterranean (the ‘Catholic Euro-
pe’), is undoubtedly.
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The genesis of the European pharmaceutical industry is not indif-
ferent to this situation as a whole; even though, together with the so-
cial factors, economic or political definers of any type of industrial ac-
tivity others of a scientific and technological character should be
considered as well. Among the most important is the appearance of the
active principles of synthesis and semi-synthesis as well as the arrival
of new pharmaceutical forms, more adaptable to the requirements of
large-scale elaboration demanded by the new pharmaceutical industry.

From the middle of the 19" century, the industry of active princi-
ples and, above all, those relative to chemical synthesis of medicines
from carbon, were dominated by Germany, thanks to the hegemony
in the field of organic chemistry of industrial application. Other coun-
tries in central Europe, such as Switzerland, or those of Anglo-Saxon
culture such as England, also tried to get a look into this market, prin-
cipally after the outbreak of the First World War.

The Mediterranean Europa —France, Italy or Spain— could never
compete with the large pharmaceutical chemical industries established
in ‘Protestant Europe’; their contribution to the development of the drug
industry would come with the adaptation of pharmaceutical tradition
to large-scale elaboration, principally through the creation of new serv-
ices of forms of drugs and the industries for their commercialisation.

The modernisation of pharmaceutical technique came about in the
last 30 years of the 19" century as a result of the efforts of the phar-
macy collective at an attempt at compatibility with the traditional
modus operandi and the new scientific doctrines. With the exception of
injectable vials, invented in 1886 after the development of asepsis, the
new pharmaceutical forms which would revolutionize the therapy and
the professional habits of medical and chemists professionals, came into
being throughout the long period between 1833 and 1853. During this
time, the principal forms of oral administration were invented: gelatine
capsules (1833), pills (1843) and amylaceous capsules (1853).

The perfection of these preparations was intimately linked to the
birth and development of the drugs industry as their elaboration was
undertaken with the use of specific machinery. The existence of forms
for the drugs is therefore, necessary for their industrial development.
However, and although this seems paradoxical, these were not invent-
ed by the large pharmaceutical laboratories but by the chemists, in
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an attempt to resolve old pharmaceutical problems and to adapt the
dispensary tactics to the new sciences of health. This modernisation
of the professional collective of pharmacy was made use of by the
drugs industry for its own development. In effect, both traditional
pharmaceutical preparations as well as the modern pharmaceutical
forms appearing in the last 30 years of the 19" century would be sub-
jected to a profound technological recycling in order to accelerate and
make the process of production profitable (2, 3).

In the following pages we will try to discern and typify most mod-
els of industrial development. We shall endeavour to define what the
characteristics are that, from a technical option, define both models.
The drugs industry presents some of its own characteristics that dif-
fer from the chemical industry, to which they tend to be united con-
ceptually. It is certain that both have in common —although more so
today— the use of processes of similar production, but they differ —
more so in the past— in the finality itself of the finished product. The
drug is not always of chemical origin and for this its industrialisation
process is not strictly comparable with that of the chemical industry
in general. The specificity of the pharmaceutical industry is closely
related to the final aspect with which the drug is presented, the phar-
maceutical dosage form (4).

The European chemical industry has been the object of a great
number of studies, some of which have centred on strictly technolog-
ical aspects or of industrial projection (5, 6), others have attacked the
problem from an economic or political viewpoint (7, 8), although oth-
ers have compared the models of industrialisation followed by differ-
ent European countries (9, 10). Our work attempts to deal with the
peculiar characteristics of the pharmaceutical industry, whose origin
resides in the existence of a professional group dedicated, previous to
the appearance of manufacturing processes, to the artisan elaboration
of medicines. The models of compliance of these professionals, to new
industrial techniques, is the object of this paper.

2. THE INNOVATION: THE CENTRAL-EUROPEAN MODEL

From the last quarter of the 19" century, chemical industries be-
gan to take on an importance in the consolidation of the European
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capitalist system, which until then had been limited to textile manu-
facture, the iron and steel industry and mining.

At the beginning of the First World War, German predominance in
the chemical sector was unquestionable; no other world power was
able to compete with the German giant. German leadership was evi-
dent from 1871 on, dating from the end of the Franco-Prussian war
and the commencement of German unification. The main field of ac-
tion was that of dyestuff industries, appearing in the middle of the
19" century, due to the reuse of residues originated in the operations
of distilling bituminosus coal distillation. With reference to the organ-
ic chemistry industry in particular, more than half the total of the
chemical production exported by Germany in 1912 corresponded to
dyestuffs, perfumes or drugs, and the sales abroad of these products
exceeded the total figure of exports in the rest of the world (11). This
was, without doubt, the golden age of the German chemical industry,
after which the figures descended gradually due to competition of oth-
er countries such as the United States, France or England. In 1916,
there were 4.000 chemical remedies synthesised in Germany (more
than 200 were the most used and exported), representing the greater
part of those existing in the world and which were produced in no
less than 20 large factories (12). In 1924 the German contribution to
the world market of synthetic dyestuffs was barely 40% of the exports,
although still the highest in the world, they had dropped considerably
(13). This productive centres basing their activities on the tars ob-
tained from diversity was not capricious. They were coaltar, residues
from other industries and at the same time raw materials for the elab-
oration of these articles and others, as important for national defence
as the explosives. This concept of integrated chemical industry is es-
pecially useful for the understanding of the tentacular scheme of en-
terprises in the cleaning industry.

The devastating advance of the German chemical industry would
have repercussions especially in those countries which, until then, had
been leaders in this market. The most representative case perhaps is
that of England; leader of this industry during the central decades of
the 19" century, it underwent a progressive deterioration, almost in-
versely proportionate to German growth, and would acquire almost
critical overtones during the change of the century. The conflict of
1914 would oblige them to carry out a profound examination of con-
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science, aimed at analysing and attempting to meet the enemy, with
both the arms of science and industrial progress.

The British effort was worthy of praise, although not as produc-
tive as would have been wished; the self-critical analysis of the caus-
es that provoked industrial weakening and the possible recipes for
trying to palliate their disadvantageous situation with respect to Ger-
many, were amply debated subjects in scientific, commercial and po-
litical forums throughout the first quarter of the 20" century. The key
to their failure was the same that had propitiated the German tri-
umph: namely, industrial scientific training at high level and develop-
ment of applied research. The solutions to overcome this situation lay,
obviously, in the emulation of the only possible model, that followed
by Germany, eg., the design of an ad hoc educative infrastructure, and
entrepreneurial investment in chemical research.

The manufacture of dyestuffs is a paradigmatic example of this sit-
uation. This industry, born in England after the discovery of mauveine
by William Henry Perkins, was soon to be snatched from them (14). In
1913, England imported 17.000 tonnes of artificial dyestuffs, of which
90% corresponded to operations in which Germany was the remittent
and the remainder came from Switzerland. In an attempt to lift this de-
pendency, at least partially, possibly for motives of national pride, the
British government became involved in a project to create a national
industry of dyestuffs with state capital. This project took the form of
The British Dyes Co. Ltd., which, after its fusion (1918) with other fac-
tories, became known as British Dyestuff Corporation. With a very strong
protectionist policy against colouring materials made outside England,
this Society started off its career in the difficult market of derivates of
coaltar (15). The British effort was to produce an important increase in
these products and a descent in importations, although at the cost of
an important deficit originating from multiple factors, among which an
insufficient domestic market and the rather weak uncompetitive export
resources can be highlighted, precisely, associated to the protection
measures laid down by the British government.

Following in the footsteps of Germany, England attempted to re-
solve these problems by means of business concentration. The results
of these efforts were an integrated British Chemical, formed by the
merger of the United Alkali Co., the Nobels Co. and the Brunimer Mond,
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capable of assuming not only the production of dyestuffs but also fer-
tilisers, explosives, sulphuric acid, etc. (13, 16). In spite of all the dif-
ficulties, more so, if we compare them with the Mediterranean Euro-
pean countries, England continued to be an important power in the
chemical pharmaceutical industry and drug sector.

Chemical drugs also sustained a considerable development in
Switzerland especially in Basle, one of the most important nuclei of
the world chemical pharmaceutical industry (12). The upsurge of
Swiss dye industries during the first 15 years of the 20™ century, a
specially negative period for this type of activity in France and Eng-
land, can be explained by a cumulous of circumstances of synergistic
effect: specialisation in the fabrication of products, some of which
were authentic monopolies; quality of the commercialised products,
partly due to acceptable research planning; permissiveness and col-
laboration with the German dying industry; and greater facility for
the sale of its production due to its condition of neutrality.

The typical pharmaceutical dosage forms used by the pharmaceu-
tical industries in the Central-European countries was tablets. We owe
the invention of tablets to the Englishman William Brockedon who,
on December 1843, patented this product in his country under the
domination of “Shaping pills, lozenges and black lead by pressure in
dyes”. His intention was to eliminate from the pill formulation all the
excipients, generally of a glutinous cohesion nature which made the
later desegregation dissolution and internal absorption of these prepa-
rations more difficult. On general lines, the idea of Brockedon was
formed by a cylindrical compressor, a matrix and mortar, which the
author himself would describe exhaustively in the text corresponding
to the patent of his invention (17, 18). The operation that characteris-
es this pharmaceutical form and allows the preparation to be convert-
ed in the most adaptable way for the requirements and the technolo-
gy of the new medicinal industry. The fabrication of tablets is,
essentially, industrial. If at any time dispensary elaborations were car-
ried out, principally in the countries of the European Mediterranean
area, these were made possible thanks to the adaptation of manufac-
turing technology to the necessities of the chemist.

The pharmaceutical form invented by Brockedon remained inert
for nearly 30 years. During the period 1843 to 1872, work relative to
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this invention, and possibly its improvement, was little and of scant
relevance. The year 1872 can be considered as the real takeoff of the
elaboration of tablets, with the presentation by the German Isidor
Rosenthal of a new system of manual compression, based on the ac-
tion of a screw press which supplied the compression force (19). These
machines opened a new page in the history of drugs, and began a
process of improvement and popularisation unknown till then by any
pharmaceutical preparation.

If Germany became one of the principal suppliers of this new tech-
nology to the pharmaceutical world, the other was the United States.
The Americans, in the same way that the teutons had done, developed
their own procedures of compression, competing directly, in space and
in time with German technology and, contrary to what happened with
the latter, taking into account the first English patents. North Ameri-
can research in this field gave fruit and this time the technological in-
novation would be truly original; on the one hand the manual lever
press (1879) and on the other, the excentrical and vertical tableting
compressor machine (1874) also activated manually but with the vo-
cation of being able to transform itself or influence in future automat-
ic inventions. Two technological proposals that would compete during
the last quarter of the 19" century, with the German screw press, in
an endeavour to achieve hegemony which was exclusively based on cri-
teria or parameters of mechanical origin. The German-North Ameri-
can competition in this field should not be understood to be based on
reasons or postulations of a strictly pharmaceutical type, focused on
obtaining a final product of formulation, desegregation, solubility and
optimum stability but rather on arguments of technological basis, more
concerned with engineering than pharmacology (20, 21).

The tools used to carry out the elaboration of tablets respond es-
sentially to one same reason, sustained on two premises which, in our
opinion, are fundamental for understanding the success of this phar-
maceutical form and its excellent industrial implantation: the tenden-
cy towards the unification of all the procedures of pressure and the
search for processes of continual function, capable of achieving a to-
tal automation of the machinery (17, 22).

Another pharmaceutical dosage form used by the Centro-European
industries was a rebirth of the french capsules, adapted in the 1870s
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for dealing with large-scale elaborations. The North American phar-
macist, Frederick A. Hubel was probably, the first to prepare, around
1874, hard gelatine capsules on wholesale scale using a mechanical
device, manufactured by himself, which would be subject to succes-
sive improvements until finalising in the first patent for an apparatus
of this type (1877). The period 1877-1883 was the most fertile time as
regard to patents for capsule making machines, and the years imme-
diately following these are those of final consolidation of the great in-
dustry of hard gelatine capsules (23, 24). At the beginnings of the 20™
century machinery had already displaced the manual worker. There
were those who gave ‘objective’ reasons for choosing mechanical pro-
cedures in detriment of the artisan, based on criteria of uniformity,
appearance, solubility, stability and profitability. The success of the
procedures for manufacturing hard gelatine capsules among the main
drug industries resides on the suitability of the different stages that
this type involves and the technological possibilities of the machinery
used. The great achievement is separating the phases obtained by the
capsular support and the closed filling in two totally independent in-
dustrialised processes. Given the difficulty of agglutinating these op-
erations in the same machine, it was decided to give the elaboration
of empty capsules to firms specialised in this matter.

3. THE TRADITION:
THE EUROPEAN-MEDITERRANEAN-MODEL

The fragility of the French chemical pharmaceutical industry com-
pared with that of Germany was evident, mainly in reference to or-
ganic chemistry. On the reverse, both the inorganic chemistry indus-
try as well as that relative to pharmaceutical specialities were perfectly
competitive, and on occasion, free. As we have commented, the sci-
entific and commercial imbalance of Germany in the drugs sector was
constructed on approaches of global chemical development, quite the
contrary to the French case, where the drug industry held its own
identity. The global results gave an advantage to Germany, making it
capable of invading the world with new active pharmacological mol-
ecules and, the ability to adapt these industrial formats, both classic
and modern. The experience and tradition of French pharmacy only
gave it a certain chance in the market of finished products and in
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those of inorganic basis. It showed deficits however and was depend-
ent on their German ‘enemies’ for all the necessary raw materials with
which to elaborate their chemical drugs.

The imbalance in this speciality is translated into the existence of
a single factory of artificial dyestuffs, of French capital, capable of
working from basic raw materials. We refer to Société anonyme des
matiéres colorantes et produits chimiques de Saint Denis, founded in
1881, by merger of the Poirrier (1830) and Dalsace (1843). The rest
of the French establishments could only deal with the manufacture
of dyestuffs using intermediate products of Germanic origin; this is
the case of Fabrique de Couleurs d'aniline et Raffinerie de Beuzines
Victor Steiner, the Fabrique de Produits chimiques et Matiéres col-
orantes Mabboux et Cammel and the Manufacture de Matiéres col-
orantes Laroche et Juillard. To these four companies, we should also
add the Compagnie nationale de matieres colorantes et de produits
chimiques, a national project, promoted by the Syndicat national des
matiéeres colorantes, in the same line as the British Dyes and with sim-
ilarly ambitious aims.

Faced with a scarcity of purely French manufacturers, others were
able to find a place, either by means of acquisition, or through im-
plantation in French soil acting as subsidiary or branch of the large
German and Swiss firms. They were only finalisation factories in
which intermediate products were used coming from Germany, and
susceptible to conversion into dyes with a simple chemical operation
of transformation. In this way, the large German houses of dyestuffs
obtained a double profit: outwitting customs norms which prohibit-
ed the entrance of any supposedly medicinal product either unde-
clared or not included in the pharmacopoeia, thus enabling the pay-
ment of reduced tariffs, applicable to raw materials not existing in
French territory. Also, they continued to maintain their privileged sit-
uation by retaining, confined and protected, the procedures and tech-
niques of fabrication in Germany.

But German colonisation was even more evident in the case of
drugs ready made for consumption. In this case, the system used was
that of the prate-nom, i.e French pharmaceuticals established in the
country who prepared and/or sold drugs supplied by their German as-
sociates (25). The mechanism consisted in elaborating pharmaceuti-
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cal specialities prepared from German associates, on French territo-
ry, thanks to the existence of these figureheads. These would then be
sold in France and Germany as if they had been French prepared, in
accordance with the Convention of Bern. The results were much more
beneficial for the German industrialists, as they managed to export
their merchandise and avoid their own pharmaceutical legislation
which prevented them from selling drugs ready for consumption at
another price other than the official tariff. Despite a notable expan-
sion, in the form of chemical subsiduaries established in French soil
and through préte-noms pharmaceuticals, France continued to carry
an important weight in the drugs industry.

Contrary to what had happened with the German chemical drug
industry, the French laboratories were, for the greater part, specifical-
ly pharmaceutical either in specialities or in chemical products and
their qualified personnel included many medicals, biologists and phar-
macists as well as the chemists and chemical engineers, also present
in German industry.

As an answer to the triumphant apparition of tablets in the drug in-
dustry, French pharmacy was to concentrate its interest on another two
new pharmaceutical forms: the soft gelatine capsules and the cachets.
While the former responded to a pure industrialised model, which in
the end would not last due to be unstoppable rise in hard gelatine cap-
sules, the cachets arise as the most modern banner of the traditional
pharmacy (26). With the advance of technology and the establishment
of procedures of large scale drug manufacture in full swing, this phar-
maceutical form, clearly homemade, and poorly adapted to wholesale
production, appears.

Gelatine capsules were invented by the French pharmacist Fran-
cois Achille Barnabe Mothes in 1883, with the aim of disguising the
medicinal substances of disagreeable organoleptic propieties. The
method invented by Mothes, was based on the immersion of ovoid
metallic moulds in baths of liquid gelatine, a troublesome process,
which required great manual skill and was not very productive. These
limitations facilitated the development of new systems of encapsula-
tion, more in accordance with industrial imperatives that began to be
in vogue in most developed countries. The proposal of the French
pharmacist Viel (1844) was in this context and constituted the first
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really interesting variant since the invention of the new format. The
basis of his technique relied on obtaining medicinal capsules by means
of a simple mechanism, capable of elaborating cylindrical hollow bod-
ies of gelatine by sliding them into a mould and in whose interior the
medicinal substance was kept. These cylinders of gelatine could be
submitted to capsular division thanks to the use of a cutting instru-
ment specially designed for this operation. The perfection of the tech-
nique of capsular elaboration meant a truly gigantic step forward with
the validation of a new French patent presented by Lavalle and
Thévenot in 1846. The basis of this new method, clearly influenced
by the procedure carried out two years before by the Italian Pegna,
was the fabrication of capsules by interposition of the medical sub-
stance between two plates of solidified gelatine, fused by pressure of
metal plates with holes (capsular moulds).

Parallel to the proposal of Thévenot was another developed and
defended by yet another Frenchman, Jules César Lehuby; a new in-
vention self-denominated as Mes enveloppes médicamenteuses, which
would later be patented in France in October of 1846. Lehuby would
describe these ‘envelopes’ as similar to the cocoons of silk worms,
formed by two adjustable compartments one within the other until
making a form like a cylindrical box capable of containing the re-
quired medical substance in its interior. The revolutionary invention
of Lehuby, at that time known by the name of hard gelatine capsules,
was modified by its author three consecutive times (1847-1850) with
the aim of improvement. Despite the fact that Lehuby was really the
inventor of the double compartmental gelatine capsules, other au-
thors, principally from the Anglo-Saxon area, would concede the priv-
ilege of invention to the British James Murdoch, responsible for a
patent for “an improved capsule or small care for protecting matters
enclosed therein from the action of air, and an improved material to
be used in their manufacture” (May 1848). Murdoch himself recog-
nised, in the preamble to the text of his patent, that his contribution
was not totally original: “it was communicated to me from abroad”
(24). One of the possible reasons to explain this error of attribution,
maintained by the greater part of the texts on the subject of gelatine
capsules written at the end of the 19" century, and even today (27),
was the scant repercussion that this type of preparation had during
nearly 30 years following the publication of the first patents. The cap-
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sules of hard gelatine were specially indicated as a support of solid
medicines, which were less used at this time than the liquid forms
and, therefore, only needed moderately high productions in order to
profit from the construction of capsular moulds.

The amylaceous capsules made their appearance in France in the
middle of the 19" century as a pharma-technical answer to certain
problems of solubility that some covered pills represented. In 1853,
the French man André Alexandre Guilliermond proposed a new phar-
maceutical form which he called enazyme, as a result of closing a pre-
viously flattened pill, between two discs of unleavened bread approx-
imately two centimetres in diameter and hollowed in the centre, which
were then soldered by pressure after moistening the discoidal edges.
The enazyme of Guilliermond did not have much repercussion in the
pharmaceutical world until 20 years later. In 1873, Stanislas Limou-
sin, also French, presented, first to the Societe de Pharmacie de Paris
and later to the Académie Nationale de Médecine, a new pharmaceuti-
cal form, basically very similar to that proposed in 1853 by Guillier-
mond, which he named cachets médicamenteux (28). The Limousin’s
cachets were capable of hiding the disagreeable odours and tastes of
some drugs, by avoiding the interactions of drug and excipient due to
the absence of the latter. They could be used in a great number of
drugs, due to the possibilities offered by the technical proposals for
filling, closing and sealing that he had elaborated. The success of Lim-
ousin lay in generalising the elaboration of amylaceous capsules by
the previous establishment of technological keys that would propiti-
ate their existence, that is, while the enazyme of Guilliermond is only
the final result of our specific pharmaceutical operation, the essential
in the Limousin’s idea is the pharmaceutical form, the cachet, usable,
generally speaking, for any drug. The evolution of traditional pharma-
cy towards the drug industry had already begun.

Injectable vials was a particular and integrated pharmaceutical
dosage form; the inyectable were invented in 1886, by the French
chemist Stanislas Limousin (29). Their magnificent reception among
european pharmacists of the Mediterranean area was due to the hand-
made character of this pharmaceutical form and the artisan manner
of carrying out this type of preparation. Perhaps for this, the name
that has lasted has been that of the Latin root Ampullae and not that
of Amphiolen or Einschmelzgldser, proposed by the German Pharma-
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cy. The bottling and filling process of the medicinal liquid in the glass
vial constitutes the most characteristic and definitive stage in the man-
ufacture of injections, at least from the pharmaceutical point of view.
We are faced with an operation, or group of operations, which are to-
tally innovative for pharmaceutical procedure. We believe that the im-
plantation and evolution of the different systems of filling marked a
point in the progress of this pharmaceutical form, going from totally
artisan practices to industrial procedures (30, 31).

4. CONCLUSION

The therapeutic revolution of the 19" century was not lived in the
same way in all countries; the economic social and cultural tradition,
was key for interpreting the conceptual change that the discovery of
natural active principles and the preparation of new synthetic reme-
dies from bituminosus coal, supposed. The Central European coun-
tries were very involved in the mechanisms and in the philosophy of
the industrial revolution. Soon they were to control the fabrication of
new drugs. The industry of alkaloids and that linked to organic syn-
thesis of pharmacologically active molecules was very soon dominat-
ed by the countries of this area, especially by Germany, although oth-
er nations also played a part, namely Switzerland and England.

Although it is certain that with the synthesis of alkaloids, the
launching of industrialised medication took off, the definitive backup
was produced with the development of organic chemistry of pharma-
ceutical application. In the first case, the research protagonist is ob-
viously therapeutic: the extraction of active principles is no more than
an optimisation of classic medicinal material. In the second case, the
drug is only a secondary product obtained or attainable from the pro-
cedures used in any chemical industry.

The ‘innovative’ scheme for drugs, generalised in Central European
countries, follows general industrialisation guidelines; specific facto-
ries do not exist for their attainment but they are integrated into much
more viable commercial and technological units such as those respon-
sible for the elaboration of artificial dyestuffs. The chemical industry
functions as a whole; each raw material used in a specific process may
not be more than the product or waste of another. In these conditions,

472



VoL. 76 (4), 459-478, 2010 INNOVATION VS. TRADITION: THE ELECTION...

the elaboration of chemical drugs cannot be improvised and has to
be subject to a general industrial flow chart.

In this model, the pharmaceutical industry does not exist, at least
understood as an easily identifiable sub-sector; the preparation of
drugs is carried out in factories in which, in addition, explosives,
dyestuffs, perfumes, photographic material are also elaborated. The
birth of German or Swiss pharmaceutical industries is chemical; only
those laboratories created as a result of the breakthrough with alka-
loids, the cases of Merk-Darmstad or Schering are two good examples,
originating in apothecaries, the rest proceeded from the evolution of
other less specialized fabrication centres (Agfa, Bayer, Hoescht, Ciba,
Geigy, Sandoz, etc.). The break through of new pharmaceutical forms
and the application of French machinery would come later, when
chemical infrastructure had already been consolidated, favouring the
development of the pharmaceutical speciality more linked to the great
chemical laboratory than to the professional collective of pharmacists.

The fundamental axis of the ‘traditional’ model is pharmacy, un-
derstood as a highly qualified profession but also as a scientific dis-
cipline on its own. This premise is extremely useful for understand-
ing the principal characteristics of the pharmaceutical industry in the
countries of southern Europe; its objective is medicine and this can
never be a sub-product attainable as a result of ordinary processes of
industrial chemistry. In these factories the drug is the protagonist and
its preparation is, generally, the only line of possible activity in this
type of laboratory.

For the large factories of German dyestuffs, medicines appear as
the result of general chemical planning or as another object in a di-
versified superstructure in need of an adequate covering, of pharma-
ceutical form, for its commercialisation. For the French industries the
covering is the final aim and the chemical substances are no more than
raw materials with which to elaborate the end product. While the med-
icine industry in Central European countries is essentially, pharmaceu-
tical chemical, that of the European Mediterranean countries tends to-
wards pharmaceutical specialities and while the former depends on
organic chemistry, the latter depends on pharmaceutical technology.

Laboratories of pharmaceutical specialities are born from the su-
per-production of the chemist’s shops at a time marked by the prescrip-
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tion of specific generalised remedies for pathologically homogeneous
populations. This would explain the movement of the Mediterranean
pharmaceutical industry towards exclusively inter-professional capital-
isations. The structures of their laboratories do not derive from Lim-
ited Companies, but family enterprises with pharmaceutical capital or
arising from chemist's shops and directed commercially and technical-
ly by professionals of the drug business.

The decisive implication of the chemist in the Mediterranean area
in the construction of the pharmaceutical industrial framework was
key to the conformation of a model with its own identity, strongly par-
ticipated by professional corporations and with the industrial solu-
tions or recipes, exportable to modest pharmaceutical laboratories as
well as proceeding from these, a mechanism of reciprocity which re-
minds us how originally the laboratory of pharmaceutical specialities
was no more than a prolongation of the dispensary.

The industrialisation of medicines has been effected by two differ-
ent models. Central European countries, involved themselves in the
manufacture of large-scale pharmaceutical specialities taking advan-
tage of the important advances in Chemistry and Technology. On the
other hand, the Europe nations around the Mediterranean area, tried
to accelerate and benefit from their traditional procedures of manu-
al elaboration, using apparatus and machinery that, in general, only
permitted the mechanisation of some of the productive stages.

The triumphant model was that of the Central European countries,
essentially for its capacity to respond to the principal industrialisa-
tion criteria: mechanisation, re-productivity, profitability, wholesale
elaboration, tendency to the implantation of a single productive
process and the use of machinery of continuous function. Their most
important innovations, tablets and hard gelatine capsules are today,
two of the predominant pharmaceutical forms.

The model of the European-Mediterranean countries, although, on
occasion, complying with some of the necessary conditions for large-
scale fabrication, was never able to compete with the powerful Eng-
lish or German manufacturers. The idiosyncrasy itself of the French,
Spanish or Italian pharmaceutical collective, more prone to individu-
alised elaboration, would gag, limit and even cause the failure of its
own industrialisation prospects. Its two main contributions, the soft
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gelatine capsules and the amylaceous capsules disappeared from the
therapeutic map. Only the injectable vials, due to the hybridisation of
technologies between both models, have been able to survive.

The ‘innovative’ model:
Centro-European area

The ‘traditional’ model:
European-Mediterranean area

¢ Countries: Germany, England,
Switzerland.

¢ Countries; France, Spain, Italy.

e Basic chemical industry very devel-
oped, especially organic ones.

¢ Chemical industry little developed and
the organic even less.

e Highly capitalised firms and with great
quantity of labour.

e Few highly capitalised firms and abun-
dance of labour.

e Inclusion of highly qualified salaried
personnel.

¢ Deficient training in industrial chemis-
try: lack of qualified personnel.

¢ Clear separation between the property
(limited companies) and the technical
management.

¢ Tendency towards inter-professional
capitalisations: pharmaceutical capi-
tal. Separation between the owner of
the productive centre and the techni-
cal management did not exist.

¢ Integrated chemical industry: manufac-
ture of dyestuffs, explosives photogra-
phic material, perfumes and medicines.

e Typical industry of consumer goods: ex-
clusive manufacture of drugs. Inexis-
tence of a global industrial organigram.

¢ Inexistence of a pharmaceutical indus-
try with own identity. Exception: the in-
dustry based on vegetable active prin-
ciples.

e Pharmaceutical industry with own
identity. Place of manufacture: dispen-
saries, dependent and independent
laboratories.

e The essential of the drug is its active
pharmacological molecule; pharma-
ceutical form, the finished product, is
no more than a covering.

e The ‘covering’ of the drug is the pri-
mordial aim, the active pharmacolog-
ical substances are no more than raw
materials.

¢ The execution of the hegemony through
the industrial property: manufacturers
brand marks for the chemical sub-
stances.

¢ Industrial protection is effected through
the trademark of the establishment or
pharmaceutical speciality.

¢ Secondary role of the pharmaceutical
in the global industrialisation process.
Principle protagonists: the investors
and chemical engineers.

e The pharmaceutical is the protagonist
of the industrialising process.
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The ‘innovative’ model:
Centro-European area

The ‘traditional’ model:
European-Mediterranean area

e Use of high-performance machinery.

e Use of pseudo-industrial machinery.

e Adaptation of drugs to large-scale
manufacture: tablets and gelatine cap-
sules.

e Adaptation of the machinery to drugs.

e Tendency towards the mechanisation
of all the productive stages and the im-
plantation of machinery of continuous
working.

e Mechanization only of some produc-
tive stages, discontinuity in the global
process of manufacture.
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RESUMEN

Se presentan las teorias evolucionistas de José Rodriguez Carra-
cido contenidas en sus trabajos La evolucion en la quimica (1894) y
“Filogenia quimica de la molécula albuminoidea” (1917). Se descri-
ben sus aspectos mas singulares y originales en relacién con el con-
texto cientifico de su época, la filosofia evolucionista de Spencer y las
hipétesis de Crookes y Plfiiger de la que se mostraba partidario. Se
resalta el interés de estos trabajos en relacion con la problematica de
la introduccién de las teorias evolucionistas en Espana, concluyendo
que estos trabajos a pesar de algunos anacronismos y especulaciones
representan una aportacion coherente y valiosa para su tiempo.

Palabras clave: Evolucionismo; abiogénesis; génesis albuminoides.

ABSTRACT
New insights into Rodriguez Carracido’s evolutionism

This paper presents the evolutionary theories contained in José Ro-
driguez Carracido’s works entitled La evolucién en la quimica (1894)
and “Filogenia quimica de la molécula albuminoidea” (1917). The
most original aspects of his theory are put into the scientific context
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of his time: Spencer’s evolutionary philosophy and Crookes and
Plfiiger’s hypothesis supported by him. The interest of these works re-
garding the problems arisen by the introduction the evolutionary the-
ories in Spain is highlighted, coming to the conclusion that despite
these works show some anachronisms and speculations, they repre-
sent a coherent and valuable contribution at that time.

Keywords: Evolutionism; biogenisis; albuminoid genesis.

1. INTRODUCCION

El farmacéutico Rodriguez Carracido, profesor de la Facultad de
Farmacia de Madrid y rector de la Universidad Central es citado con
frecuencia como uno de los defensores del darwinismo en Esparia (1,
2) haciendo referencia, sobre todo, a su polémica con el cardenal Ce-
ferino Gonzalez y en menor medida a la crénica que realiza sobre las
ensefiazas de esta doctrina por Gonzalez Linares en la Universidad de
Santiago (3). Aspecto en el que coinciden también todos sus bidgra-
fos (4-6). En el pasado afio 2009, de conmemoraciones darwinianas,
se vuelve a insistir sobre estos mismos puntos. Sin embargo, en todas
estas referencias nada o muy poco se dice sobre la importancia de su
libro La evolucion en la quimica (1894) (7) y otros trabajos posterio-
res donde se realizan singulares aportaciones sobre el origen de los
elementos y, sobre todo, de las moléculas albubinoideas y, a partir de
ellas sobre la aparicion de la vida sobre la tierra. Doctrina muy avan-
zada para su tiempo y posiblemente expuesta por primera vez en Es-
pana por este insigne farmacéutico. Solamente un trabajo on-line de
Catala y Peret6 (8) hace referencia a la singularidad de sus aportacio-
nes sobre el origen de la vida, asi como otro mas reciente de Diaz-
Fierros (9).

2. LA EVOLUCION EN LA QUIMICA

Fue publicado en 1894 por la Imprenta Viuda de Hernando de Ma-
drid, cuando el autor contaba 38 afios y era ya un reconocido cate-
dratico de la Universidad Central. Este libro puede considerarse como
la continuacién de La nueva quimica. Introduccion al estudio de la
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Quimica segiin el concepto mecdnico (1877) (10) donde se anticipan
algunas ideas que aqui serian desarrolladas con mucha mayor ampli-
tud. El objetivo fundamental de este nuevo libro seria la de aplicar
las teorias evolucionistas de Spencer y Haeckel a los procesos quimi-
cos. Comienza con una llamada a la unidad en el conocimiento de la
naturaleza, que concibe como un gran organismo donde todo se
integra y, en consecuencia, critica la prolijidad de la obra analitica
realizada en el siglo anterior que hizo asiicos la posibilidad de alcan-
zar con su estudio una concepcion unitaria. De lo que se deduce que
la unidad del Cosmos debe reflejarse en el terreno intelectual, integran-
do el particularismo de las supuestas ciencias en una sola ciencia. Con-
sidera que el darwinismo fue el concepto unificador que realizé la
gran sintesis en la biologia y que algo similar podria hacerse en la
quimica. Para lo cual establece un paralelismo entre los métodos de
estudio de la quimica con los de la biologia teniendo en cuenta que
los ultimos, ordenados desde un punto de vista evolutivo, seguirian la
siguiente secuencia: Histologia-Anatomia-Fisiologia-Biologia. En
cuanto a la quimica esta secuencia se transformaria en esta otra: His-
tologia quimica (unidades materiales de los procesos quimicos)-Ana-
tomia quimica (asociacion de las masas moleculares)-Fisiologia qui-
mica (fuerzas de los procesos quimicos)-Biologia quimica (el proceso
quimico).

Con este esquema comienza Carracido a desenvolver los diferen-
tes capitulos de su libro que concluyen, al final, con el planteamien-
to de las tesis mas claramente evolucionistas. Una de ellas es la de la
aplicacién a la quimica de la ley biogenética fundamental de Haeckel
de que “la ontogenia se recapitula en la filogenia”. Segiin esta inter-
pretaciéon serian las transformaciones quimicas producto de un verda-
dero proceso evolutivo subordinado a los mismos procesos fundamen-
tales que rigen la evolucion total de la naturaleza. Es decir, que las
reacciones quimicas actuales (la “ontogenia quimica”) servirian de ex-
plicacién de las transformaciones de la materia que tuvieran lugar en
el pasado, sobre todo, las correspondientes a la cosmogénesis (la “fi-
logenia quimica”).

En el capitulo donde desarrolla el concepto de ontogenia quimica
introduce dos ideas fundamentales: que las reacciones quimicas repre-
sentan una especie de adaptacién de unos principios que se conside-
raban inmutables —las afinidades quimicas— a un medio cambiante
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como serian el conjunto de acciones fisicas y mecdnicas capaces de mo-
dificar el estado de los sistemas materiales. La segunda idea, ya antici-
pada en La nueva quimica, tiene que ver con la ley periédica de los
elementos que acababa de descubrir Mendeleiev. Esa organizacién que
mostraban los elementos quimicos, a pesar de algunas excepciones, era
la manifestacién de una especie de “familias naturales” que a su vez
eran prueba de una ley natural que las regulaba y ordenaba, y sobre
las que Carracido se expresa asi: Hasta los elementos inmutables del
proceso quimico se relacionan entre si por la variacion ritmica de sus
masas y sus propiedades, lo cual induce a suponerlos engendrados por
un trabajo evolutivo. Los elementos quimicos representarian la parte
inmutable de la materia —es decir “la herencia”— mientras que la
adaptacion de las reacciones quimicas a un medio que cambia, serian
los procesos que introducirian la variacién. La estabilidad, definida por
las diferentes formas de equilibrio quimico, seria el camino a seguir
por las transformaciones con mas éxito evolutivo.

Carracido basaria su concepto de filogenia quimica en los descubri-
mientos que el analisis espectral acaba de aportar sobre la composicion
quimica del universo. Estos datos, que mostraban la existencia de cuer-
pos estelares con muy diferentes edades y con una composiciéon quimi-
ca variable y relacionada con aquella, sugerian la idea de que los ma-
teriales mas recientes estarian formados por elementos ligeros como el
hidrégeno, nitrégeno o helio, mientras que los mas pesados se locali-
zarfan entre los mas viejos. Y asi concluye: Si la evolucion siderea, como
hoy se supone, se produce condensdndose progresivamente la materia cOs-
mica, desde la emergencia de la nebulosa que surge del éter indiferencia-
do hasta terminar en los astros sin atmdsfera ¢no es logico inferir la pro-
babilidad de condensaciones paralelas de las substancias antes
diferenciadas en el orden creciente de los pesos atémicos? En este con-
texto plantea la génesis de los elementos quimicos, segin la hipétesis
de W.Crookes —que ya la habia considerado en La nueva quimica— a
partir de una substancia primordial, el “protilo”, que por sucesivas di-
ferenciaciones y condensaciones puede dar lugar a las variantes que
presentan los elementos quimicos. No es ajeno Carracido al caracter hi-
potético de estas teorias, pero que de todas formas no prescinde de ellas
pues, en cierta manera, todas las teorias nacieron ast.

Para enlazar estos procesos filogenéticos césmicos con la ontoge-
nia quimica, utiliza como analogia la sintesis de los minerales en ya-
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cimientos con diferentes edades. En ellos, a partir de condiciones tér-
micas muy distintas de las actuales se va produciendo la diferencia-
cién mineralégica con unas reacciones quimicas similares a las que
se reproducen en la actualidad en los laboratorios. Estas reacciones
actuales podrian interpretarse como la ontogenia de los procesos qui-
micos mientras que las reacciones que se producirian en la diferen-
ciacién mineralégica, en condiciones muy alejadas de las actuales y
con una determinada secuencia temporal, representaria la filogenia
quimica.

Termina el libro con una referencia a la ley de la evoluciéon que
Spencer enuncia en Los primeros principios (1862) (11) y que Carra-
cido adapta de esta manera: Los dos términos relacionados por Spen-
cer, la integracion de la materia 6, con mayor exactitud de masa, y la
correlativa disipacion del movimiento, transportanse respectivamente d
la pura y exacta nocion mecdnica de masa, v d los trabajos de los agen-
tes fisico-mecdnicos que sobre el campo de aquella evolucionan. En re-
sumen, que el antagonismo clasico entre materia y fuerza se resuelve
por el mecanismo general de la integracién progresiva de las masas
con la disipacion de los movimientos correspondientes a los trabajos
fisico quimicos que precisan. Este concepto mecéanico de la materia
nos lleva al axioma final con el que concluye el libro: rediicese el Uni-
verso al proceso evolutivo de la Fuerza. Es decir, traducido en el len-
guaje actual, que “todo es energia”.

3. FILOGENIA QUIMICA DE LA MOLECULA ALBUMINOIDE

Esta otra aportacién de Carracido al evolucionismo desde Espafia
se presenté en su forma mas elaborada en un trabajo publicado en la
Revista de la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
(1917) (3) y, posteriormente en la Revue Scientifique (1920) (12) don-
de dio origen a una pequena controversia. Previamente habia publi-
cado otros trabajos donde le habia ido dando forma a su teoria. En
ella desarrolla un tema que puede considerarse como una aplicacién
de su pensamiento evolucionista a una cuestién mucho méas concre-
ta pero de una gran transcendencia para explicar el origen de la vida
sobre la tierra, como era la de la génesis de las proteinas a lo largo
del proceso evolutivo.
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Carracido, considerado como el primer bioquimico espanol, lleva-
ba mucho tiempo estudiando las caracteristicas quimicas de las prin-
cipales moléculas implicadas en los procesos biol6gicos cuando le lla-
moé la atencion el hecho de que la hemoglobina que, desde un punto
de vista evolutivo puede considerarse una molécula moderna pues solo
se presenta en los vertebrados, era también la que poseia en su nu-
cleo el hierro, el elemento biogenético que tenia un ntmero atémico
mas elevado. Esta circunstancia le hizo pensar en el paralelismo que
podria existir entre el origen de los elementos quimicos y el de las
moléculas orgénicas. Por otra parte, la reaccién de Michailow, carac-
teristica de las moléculas albuminoideas, que tiene como base la po-
limerizacién y oxidacién del acido sulfocianico le hizo reparar en las
teorias de Pfliiger, de 1875 (13), sobre el origen de la materia viva. De
acuerdo con ellas la sencilla molécula del acido sulfocianico debi6 de
ser, a lo largo de los procesos evolutivos, el nicleo principal que dio
origen por polimerizaciones sucesivas a las complejas moléculas pro-
teicas. Concluyendo en que en la reaccion de Michailow se produce ar-
tificialmente una metamdorfosis quimica andloga a la que el desarrollo
de la serie filogenético formo naturalmente la hemoglobina. (Formacion
natural de la hemoglobina, 1906) (14).

Sobre estas bases, se formulaba esta cuestiéon fundamental: La Bio-
logia viene preguntando con reiterada insistencia: ;cémo se habrd for-
mado el primer ser vivo no existiendo sus progenitores? Pero esta pre-
gunta supone otra, cuya contestacion debe preceder a la de aquella
ccomo se formé la materia albuminoidea constitutiva del primer ser vi-
viente? Para intentar encontrar una respuesta a esta cuestion funda-
mental escribe Carracido su trabajo sobre la filogenia quimica de las
moléculas albuminoides. En el desarrolla con detalle los argumentos
anticipados en el trabajo de la hemoglobina sobre todo los relativos
a la reaccién de Michailow y las teorias de Pfliiger. Pero también re-
aliza aportaciones propias sobre los casos concretos de las reacciones
especificas de formacion de aminoacidos (arginina e histidina), de los
polipétidos y de las proteinas, de las bases pirimidinicas, de los aci-
dos proteicos, de la cromatina y de la hemoglobina.

Establecidas las reacciones fundamentales de formacién de las mo-
léculas biogénicas, en el contexto que Carracido definia como onto-
genia quimica, restaban ahora por establecer algunas cuestiones rela-
tivas a las condiciones de formacién en las que se desarroll6 el proceso
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filogenético de éstas moléculas. Sobre todo, en el caso de unas con-
diciones ambientales que permitieran la construccién de los grandes
edificios moleculares asi como del caracter opticamente activo de las
principales moléculas biogénicas. Para el primer caso especula con la
mayor limpieza de la atmoésfera en las épocas anteriores a la apari-
ciéon de la vida lo que permitiria una mayor incidencia de la radia-
cién ultravioleta sobre la tierra, que a su vez haria posible la sintesis
de la molécula del aldehido formador de la cianhidrina generadora del
primer aminodcido. En el segundo caso, justifica la sintesis asimétri-
ca de las moléculas opticamente activas por la accién del paleomag-
netismo terrestre.

De todo esto concluye que: Andlogamente a la serie filogenético de
los organismos que se desarrolla desde los unicelulares hasta los multi-
celulares de mayor diferenciacion morfolégica v fisiolégica, debe admi-
tirse otra serie filogenético quimica que, desde el término inicial de una
sencilla combinacion carbonitrogenada, vaya creciendo gradualmente
hasta las proteinas y los proteidos de mayor magnitud molecular, arti-
culando las piezas en el complejisimo mosaico.

Al afio siguiente a su publicacién en la Revue Scientifique el gran
quimico austriaco, afincado en Italia, Giacomo Ciamician (de ascen-
dencia armenia, nace en Trieste en 1857 y fallece en Bolonia en 1922,
donde era profesor de su universidad. Propuesto nueve veces para el
Nobel fue un gran especialista en fotoquimica siendo considerado el
precursor de los paneles solares) le contesta en la misma revista. Ini-
cialmente reconoce que varias de sus hipétesis presentan un certain
degré de vraisemblance, sobre todo las relativas a la formacién de los
aminoacidos a partir de los aldehidos mediante la cianhidrina. Pero,
en cambio, considera muy poco probable la formaciéon de los com-
puestos Opticamente activos a partir del desdoblamiento de los pro-
ductos racémicos por la accién de las fuerzas magnéticas o, incluso,
de la rotacién de la tierra.

Pero, donde centra sobre todo sus criticas es en la escasa estabili-
dad que deberian presentar los compuestos organicos formados bajo
las condiciones que existian en la tierra cuando se formé la vida. Los
compuestos organicos son generalmente poco resistentes al aire y la
luz a no ser que estén adecuadamente protegidos bajo condiciones es-
peciales. Situacién que podria darse en los cuerpos micelares tipo cé-
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lulas de Traube. Se podria pensar, continua, haciendo un poco de fan-
tasia sobre éste término...que en células semejantes de naturaleza inor-
gdnica se han desarrollado estos procesos que han dado nacimiento a
las materias orgdnicas vy a la vida.

Finalmente, considera que siendo el problema propuesto por Ca-
rracido “muy interesante” estd en desacuerdo con las conclusiones a
las que llega, inclinandose mas por aceptar propuestas como las de
Arrhenius seguiin las cuales las moléculas orgéanicas habrian existido
siempre en el universo y de alli habrian alcanzado la tierra en un de-
terminado momento previo a la formacién de los seres vivos.

4. DISCUSION

El evolucionismo de Carracido es mas espenceriano que darwinis-
ta, en el sentido de que se preocupa mas de la evolucioén global del uni-
verso que de la particular de los seres vivos vy, en este contexto, habria
que situar sus trabajos sobre la evolucién quimica y, sobre todo, los re-
lativos al origen de la materia viva. Esta afiliacion a la filosofia de Spen-
cer, todavia muy acreditada en los medios cientificos espafoles de su
tiempo (1) la reconoce ya el propio Carracido en sus Confesiones (1927)
(15). En ellas, recuerda que fue en sus tiempos de estudiante compos-
telano cuando en 1874 conoci6 el pensamiento de Spencer a través de
un discurso de Canovas del Castillo, que lo impresioné tan intensamen-
te que, sin preocuparme la versatilidad, me reconoci su adepto. Poco des-
pués adquiriria el Sistema de Filosofia Sintética de Spencer en el que
estaba integrado sus Primeros Principios, obra que tan profundamente
influirfa después sobre sus trabajos de evolucién quimica. Esta adscrip-
cion filoséfica, en mayor o menor media, no la abandonaria nunca en
su vida y asi lo reflejaba Valenti Camp en una biografia que habia re-
alizado de Spencer en 1922 (16): En Espaiia la doctrina spencerina es
relativamednte conocida... y algunos de nuestros hombres de ciencia,
como el ilustre Carracido y el venerable José Zulueta, entre otros, han pro-
pagado con verdadero entusiasmo el positivismo légico.

De sus trabajos relativos al evolucionismo, son los relacionados
con el origen de la materia viva los que hoy merecen un mayor reco-
nocimiento. Pues en ellos ademas de un planteamiento especulativo
(casi inevitable en aquella época por las caracteristicas de esta tema-
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tica) existe también una sé6lida argumentacién cientifica perfectamen-
te homologable a la que se estaba desarrollando en la mayor parte de
las grandes revistas cientificas del momento. La temaética relativa a la
evolucién quimica, en cambio y pese al interés y novedad de alguna
de las hipétesis y razonamientos desarrollados, era meramente espe-
culativa y también relativamente arriesgada y poco fundamentada
cientificamente por lo que pronto fue superada por nuevas aportacio-
nes. También y como consecuencia de su aceptacion del origen de los
elementos a partir de la teoria de las condensaciones progresivas del
protilo de Crookes (algo que también aceptaban Rodriguez Mourelo
y otros quimicos espafioles de finales del XIX) era contrario a la exis-
tencia de los atomos (denominada como hipétesis de la materia dis-
continua que contraponia a la de la evolucién continua de la materia,
que él defendia) que ya por esta época comenzaban a encontrar soli-
dos y bien fundados argumentos de su realidad con los trabajos en
los que Canizzaro y otros actualizaban las teorias pioneras de Dalton
y Prout (17).

Sin tener muy claro en que momento Carracido comenzé a pres-
cindir de estas teorias que negaban la individualidad del atomo hay
que senalar que todavia Crookes a principios del XX interpretaba el
descubrimiento del electrén por Thomson como una confirmacién de
su peculiar teoria: el electron seria el protilo cuyos variados agrupa-
mientos produciria la génesis de los elementos (18).

En relacién con los estudios sobre el origen de la vida Carracido
no tuvo la oportunidad de conocer el trabajo que Oparin publicé en
ruso en 1924 ya que se difundié en occidente a partir de la edicién
inglesa de 1939 (19) ni el que Haldane public6 en 1929 (20). Con ellos,
como es sabido, se establecieron las bases sobre las que se basan las
teorias actualmente vigentes sobre el origen de la vida en la tierra. La
época con la que convivié Carracido y que precedié a la de los des-
cubrimientos anteriores se caracterizé en relacion con dicha temati-
ca por la convivencia, casi siempre conflictiva, entre diferentes teori-
as lo que llevo, seguin opinién del propio Oparin a que estos estudios
adquieran un nuevo vigor en los comienzos del siglo veinte.

Durante la mayor parte del XIX la teoria sobre el origen de la vida
que mayor adhesiones subscitaba era la de la generacion espotanea o
heterobiosis. Fil6sofos tan reconocidos como Hegel, Schelling y Oken
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la utilizaban profusamente en sus obras. Cientificos como el quimico
Gay-Lussac (1810) o naturalistas como Schwann (1837) o Schulze
(1836) la defendian abiertamente y Pouchet publica en 1858 un volu-
minoso tratado con todos sus pormenores. Sin embargo Pasteur a par-
tir de 1862 y después de publicar unos excelentes trabajos donde lla-
maba la atencién, sobre todo, de los errores de método en los que
incurrian los defensores de la generacién espontanea inici6 el princi-
pio del fin de esta teoria. Que, de todas formas pervivié, de forma re-
sidual hasta bien entrado el siglo XX en trabajos como los de Elfving
(1938) o Lepeshinskaya (1945) (21).

Otra alternativa donde se mantenia el planteamiento vitalista era
la de la panespermia o eternidad de la materia viva que suponia que
esta siempre habia existido por todo el universo, fertilizando los dife-
rentes planetas (entre ellos la tierra) con gérmenes vitales aportados
por la caida de meteoritos. Habia nacido a finales del XIX a partir del
descubrimiento de materia organica en los meteoritos y un namero
sorprendente de importantes cientificos la habia defendido, como el
inglés Lord Kelvin (1871), el francés Van-Tieghen (1891) o el ruso Kos-
tychev (1921). Incluso cientificos de tanta transcendecia e importan-
cia como el quimico Arrhenius (1912) o el geoquimico Vernardsky
(1924) apoyaban versiones particulares de esta teoria (21).

La otra teoria, de base mecanicista, denominada abiogénesis, pro-
ponia el origen de la materia viva a partir de la evolucién de la ma-
teria mineral. Haeckel la habia defendido sin mayores argumentos
pero otros cientificos habian intentado desarrollar diversas teorias que
justificaban determinados procesos evolutivos de la materia compa-
tibles con las supuestas condiciones fisico quimicas de la tierra en
épocas pretéritas. En todas ellas existia siempre un agente fisico-qui-
mico (luz ultravioleta, descargas eléctricas, energia quimica, tempe-
ratura, etc.) que inducia el proceso de sintesis de la materia viva.

En 1875 el bidlogo aleman E. Pfliiger (13) propuso como origen
de la materia viva el radical CN que se podia sintetizar espontanea-
mente cuando compuestos nitrogenados se ponian en contacto con
carbén al rojo blanco. Suponia que estas reacciones se producian
cuando la tierra estaba incandescente y que posteriormente estos ra-
dicales cian6geno por sucesivas condensaciones podian dar lugar a
los primeros aminoacidos. Esta teoria tenia demasiadas simplificacio-
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nes y algunos supuestos basicos (como la distincién entre proteinas
propias de la materia viva y de la materia muerta) no demostrables
experimentalmente. Sin embargo Oparin considera que para su tiem-
po esta teoria era muy progresista, y desemperio un papel positivo en el
desarrollo de nuestras ideas acerca del origen de la vida, ya que signifi-
caba un esfuerzo por explicar la sintesis primaria de los compuestos or-
gdnicos.

Carracido, tenia ciertas dudas sobre la teoria de Pfliiger sobre la
que decia en 1911 que no puede tacharse de absurda tal suposicion,
pero todo en ella es completamente hipotético, y la honradez cientifica
compele a declarar que nada se sabe respecto a la gestacion quimica de
la primera vida. En la primera edicion de su Tratado de Quimica Bio-
logica (1903) (22) defiende que el primer transito de la materia mine-
ral a la orgdnica es la reduccion del anhidrido carbénico ... sobre la
base de los hidrocarburos es fijado el nitrégeno, y segiin determinadas
condiciones, el azufre, el fosforo, el hierro y los demds elementos bioge-
nésicos, constituyendo las complicadas moléculas formadoras de la ma-
teria viva, hip6tesis muy acreditada entre los defensores de un origen
mecaniscista de la vida. En la segunda edicién de 1917 (22) se man-
tiene inalterada esta versién. Sin embargo, pocos afios después, en
1920 (12), consideraba la hipétesis de Pfliiger como el fundamento de
sus propias teorias sobre el origen de las primeras proteinas. En este
trabajo la aportaciéon mas original corresponde a las diferentes reac-
ciones (todas confirmadas experimentalmente) en las que interviene
el radical CN o compuestos relacionados como el cianhidrico, y que
pueden considerarse formadoras de aminoacidos y proteinas. La pro-
pia hipétesis de la influencia del campo magnético terrestre sobre el
origen de la actividad 6ptica de las moléculas bidgenas, se apoyaba
en una experiencia de Faraday de 1846, y por lo tanto resultaba plau-
sible para la época.

En las dltimas etapas de su vida, Carracido le da gran importan-
cia a la formaciéon de compuestos micelares como base de la matriz
superficial imprescindible para un desarrollo eficaz de las reacciones
biogenéticas. Describe las experiencias, muy de moda en aquel mo-
mento, de crear artificialmente anélogos celulares que por su morfo-
logia recordaban a las células, como las realizadas por Leduc (23) o
el mexicano Herrera (24). Sin embargo, era muy consciente de la uto-
pia que encerraban muchas de éstas experiencias de “biologia sinté-
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tica” haciendo suyas las palabras de J. Loeb toda mezcla para ser con-
siderada como viviente, ha de ser generadora de procesos automdticos
de conservacion, crecimiento y reproduccion; la forma exterior es secun-
daria.

En resumen, la obra de Carracido relacionada con el origen de la
vida en su expresion mas elemental de la formacién de los primeros
aminoacidos y proteinas puede considerarse para su época como cohe-
rente y progresista. Presenta algunos anacronismos y ciertas especula-
ciones de muy dificil demostracién. ¢Pero qué cientifico de esa época
y sobre esa tematica no incurrié en algiin momento en ellas? Los ejem-
plos de Kelvin, Arrehnius o Vernadsky, entre otros, son sobradamente
expresivos. Por otra parte si utilizamos como criterio de evaluacién de
su obra el, tan actual, de considerar el “impacto” de las revistas en las
que se publican sus trabajos, los nombres de las Revue Scientifique, Re-
vue general des Sciences, Scientia, francesas, o Biochemische Centralblatt,
alemana, deberian de ser suficientes para mostrar el reconocimiento in-
ternacional de su obra.
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RESUMEN

La energia de activacion (Ea) puede proporcionar datos de interés
en estudios de caracterizacién de la heterogeneidad enzimatica, tan-
to para sistemas enzimaéticos presentando verdaderas isoenzimas
como formas moleculares de origen post-traduccional. En el presen-
te articulo se hace una revisién bibliografica de los datos previamen-
te publicados para distintas enzimas de utilidad diagnéstica, como
creatina kinasa, a-amilasa, lactato deshidrogenasa, aspartato-amino-
transferasa, fosfatasa alcalina, y-glutamiltransferasa, 5’-nucleotidasa,
alanino aminopeptidasa y f-N-acetilhexosaminidasa. Asimismo, se su-
gieren posibles lineas de investigacion, en las que esta variable termo-
dindmica podria proporcionar datos interesantes para otras enzimas
con aplicacién clinica.

Palabras clave: Energia de activacién; heterogeneidad enzimati-
ca; creatina kinasa; a-amilasa; lactato deshidrogenasa; aspartato ami-
notransferasa; fosfatasa alcalina; y-glutamiltransferasa; 5"-nucleotida-
sa; alanino aminopeptidasa; f-N-acetilhexosaminidasa.
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ABSTRACT

The activation energy as a marker of enzyme heterogeneity:
Usefulness in clinical biochemistry

The energy of activation (Ea) may provide interesting data in the stu-
dies of enzyme heterogeneity characterization, both for enzyme systems
having true isoenzymes or molecular forms with a post-transcriptional
source. In this article a bibliographical review is carried out on the pre-
viously published results for several enzymes with diagnostic usefulness,
as the creatine kinase, a-amylase, lactate dehydrogenase, aspartate ami-
notransferase, alkaline phosphatase, y-glutamyltransferase, 5-nucleoti-
dase, alanine aminopeptidase, and p-N-acetylhexosaminidase. Likewise,
possible investigation lines are suggested, in which this thermodynamic
variable would to give interesting data for other enzymes with clinical
usefulness.

Keywords: Activation energy; enzyme heterogeneity; creatine-ki-
nase; a-amylase; lactate-dehydrogenase; aspartate-aminotransferase;
alkaline phosphatase; y-glutamyltransferase; 5-nucleotidase; alanine-
aminopeptidase; B-N-acetylhexosaminidase.

1. INTRODUCCION

La magnitud termodindmica que determina si una reaccién qui-
mica tiene lugar espontianeamente es el cambio de energia libre de
Gibbs (G), que expresa la capacidad del sistema para realizar traba-
jo. Para que pueda tener lugar de forma espontanea la transforma-
cién quimica de un substrato S en un producto P, el AG (GP-GS) ha
de ser negativo, es decir la energia libre asociada a P (GP) debe ser
menor que la asociada a S (GS), determinando su magnitud las con-
centraciones relativas de S y P en el estado de equilibrio.

Segun la teoria del estado de transicion, la transformacién de S en
P tiene lugar a través de un estado intermedio de transicién (S*), en
equilibrio con S y presentando una energia libre mayor. A la diferen-
cia entre la energia libre de S*y S, se denomina energia de activacion
(Ea), y constituye una barrera energética para el transcurso de la re-
accion entre S y P. Solo las moléculas de S que posean un exceso de
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energia suficiente para salvar la barrera energética y llegar a S*, pue-
den transformarse en P. Evidentemente, la proporcién de moléculas
de S capaces de cumplir este requerimiento es tanto mayor cuanto
menor sea la Ea de la reaccion.

Como cualquier catalizador, las enzimas aceleran las reacciones
quimicas disminuyendo la Ea asociada al estado de transicién, lo que
conduce a la existencia de un mayor nimero de moléculas de S con
una energia suficiente para salvar la barrera energética de S*. La de-
terminacion de la Ea aparente se basa en la dependencia de la activi-
dad enzimatica con la temperatura de acuerdo con la ecuacién de Ar-
rhenius (1):

In (UL) = -Ea/RT + In A

siendo Ea la energia de activacién aparente (kJ/mol), R la constan-
te universal de los gases (8,3143 x 10” kJ/mol x grado), T la tempera-
tura absoluta (°K) y A el factor de colisién que se asume es constan-
te para el intervalo 293-313 °K. En la parte lineal de la representacion
de In actividad (U/L) frente al inverso de la temperatura (//T) puede
calcularse la Ea aparente a partir de la pendiente (b) de la ecuacién
determinada por regresion lineal:

-Ea/RT = b/T: Ea= -8,3143 x 107 x b (kJ/mol)

La Ea es la barrera energética que debe ser superada para que la
reaccion tenga lugar, y consecuentemente una elevada Ea equivale a
una baja actividad catalitica especifica de la enzima (actividad por
unidad de masa de proteina enzimatica) (2).

Hace algunos afios se concedié gran interés al estudio de la Ea de
distintas reacciones enzimaéticas con vistas a su posible relacién con
la adaptacién bioquimica de las especies a las condiciones de tempe-
ratura del medio. Las enzimas de los animales de sangre fria son mas
eficientes para reducir la barrera energética (menor Ea), que los sis-
temas enzimaticos homoélogos de aves y mamiferos (3). En este sen-
tido, para distintas especies de peces se ha descrito una correlaciéon
positiva significativa de la Ea de una ATPasa miofribilar con la tem-
peratura del medio en que habitan (4).
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El estudio de la Ea ha proporcionado datos de interés, tanto des-
de un punto de vista académico como practico, para distintas enzi-
mas de utilidad diagnéstica y ampliamente utilizadas en la practica
clinica. A continuacién se hace una revisién de los datos publicados
al respecto.

2. CREATINA QUINASA (CK, EC 2.7.3.2)

La CK presenta localizacién mayoritariamente citosélica, con una
estructura dimérica compuesta por subunidades polipeptidicas B (ce-
rebro) y M (musculo). Se han caracterizado las tres isoenzimas posi-
bles: CKBB (predominante en cerebro), CKMB (predominante en
musculo cardiaco y esquelético) y CKMM (predominante en muscu-
lo esquelético). Modificaciones post-traduccionales conducen a una
mayor heterogeneidad enzimaética, con tres isoformas de la CKMM vy
dos de la CKMB. Las formas tisulares CKMM3 y CKMB2 son trans-
formadas después de su cesién al plasma por la N-carboxipeptidasa
circulante con formacién de las isoformas CKMM2, CKMMI1 y
CKMBI.

Los estudios de Hagelauer y cols. (2, 5) pusieron de manifiesto una
Ea creciente para las isoenzimas de la CK en orden CKMM (49
kJ/mol), CKMB (58 kJ/mol) y CKBB (62 kJ/mol), coincidente con su
termolabilidad (2). En mezclas de isoenzimas CKMM y CKBB se en-
contré una adecuada concordancia entre los valores experimentales y
los calculados para la Ea aparente (2), lo que permitiria estimar la
proporcién relativa de ambas isoenzimas en funcién de la Ea; sin em-
bargo, el asunto se complica al considerar la posible presencia de la
isoenzima CKMB con Ea de valor intermedio.

El envejecimiento in vitro en condiciones fisiologicas de pH du-
rante 72 h a 37 °C de las isoenzimas CKMM y CKMB, condujo a una
disminucién de su actividad catalitica (inactivacién) acomparniada de
un aumento gradual de sus Ea, sin que se produjesen cambios signi-
ficativos para la concentracién estimada de ambas isoenzimas (2).
Consecuentemente, esta inactivacién podria deberse a una disminu-
cién de la actividad catalitica especifica resultado de la formacién de
una mezcla de formas enziméaticas mas o menos inactivadas, y no de
acuerdo con un proceso de inactivacion del todo o nada (2).
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En pacientes con infarto de miocardio la concentracién estimada
de CK total aumenté inicialmente en paralelo con la actividad catali-
tica, alcanzando el méaximo aproximadamente 24 h mas tarde, y dis-
minuyendo después mas lentamente (5). Asi mismo, se encontré un
aumento gradual de la Ea aparente desde un valor aproximado de 51
kJ/mol inmediatamente después del infarto hasta 68 kJ/mol tres dias
mas tarde (5, 6), con un perfil coincidente con el obtenido en el estu-
dio de inactivacién por envejecimiento in vitro (5). El posible efecto de
distintas proporciones de isoenzima CKMB con respecto a la CK total
sobre la Ea aparente seria despreciable, debido a su pequena actividad
catalitica en relacién a la isoenzima CKMM, por lo que el aumento de
Ea se deberia a modificaciones de la subunidad M (6). La CKMM ce-
dida al plasma seria la forma nativa CKMM3 (49,8 kJ/mol), con una
consiguiente transformacién en CKMM?2 (60.3 kJ/mol) y CKMM1 (67.5
kJ/mol) (6). La evolucién de la actividad sérica de la CK en pacientes
con infarto miocardico, es el resultado de dos procesos: escape de la
enzima al medio extracelular y su consiguiente inactivacion, existien-
do una correlacién entre la concentracion enzimatica y la actividad ca-
talitica tinicamente en la fase inicial post-infarto (5).

Delanghe y cols. (7), encontraron que en las 4-72 h post-infarto,
la actividad especifica de la isoenzima CKMB disminuia desde 0.88
U/ug hasta 0.71 U/ug, al tiempo que la Ea aumentaba desde 53,4
kJ/mol hasta 66,5 kJ/mol. Este incremento de la Ea es compatible
con la desnaturalizacién de esta isoenzima después de su cesiéon al
plasma; sin embargo, la disminucién de la actividad especifica es
menor que la esperable en funcién del aumento de Ea observado, y
posiblemente debido a cambios conformacionales en la molécula
CKMB (7).

La CK contiene restos de manosa, galactosa, N-acetil-glucosami-
na, y acido sialico. Como demostraron Langlois y cols. (8), las for-
mas glucosiladas de la CK sérica presentan una Ea significativamen-
te mayor que las formas no glucosiladas (105.6 kJ/mol vs 58.1
kJ/mol). Asimismo, la glucosilaciéon de la CK cardiaca y muscular se
asocia con un aumento de Ea, existiendo una correlacién significa-
tiva de la unién relativa de la CK a las lectinas concanavalina A (r =
0.911) y Ricinus communis (r = 0.912) con la Ea (8). La presencia de
restos acido sialico y sulfato contribuyen a la estabilidad de la mo-
lécula de CK, y el tratamiento de las muestras con neuraminidasa o
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sulfatasa conduce a una disminucién de la actividad catalitica CK,
con aumento de la Ea y de la unién a la lectina Ricinus communis
(8). De acuerdo con Langlois y cols. (9), la Ea de la CK sérica pre-
sentaria una disminucion transitoria en el curso de las primeras 12
horas post-infarto miocardico o trauma muscular, debido a la pérdi-
da de la porcion glucidica de las formas enzimaticas tisulares duran-
te su transporte a la circulacién. A esta disminucién inicial de la Ea,
seguiria un progresivo aumento de la Ea en funcién del envejecimien-
to de la enzima circulante, de acuerdo con el concepto general de
desnaturalizacién de enzimas tisulares después de su cesién al me-
dio extracelular (2, 5).

Con el término “macroenzimas” se denomina a formas enzimati-
cas séricas presentando una masa molecular mucho mayor que la co-
rrespondiente enzima normalmente encontrada en condiciones fisio-
légicas o fisiopatolégicas (9, 10). Estas formas macromoleculares
pueden formarse por asociacién de la enzima con inmunoglobulinas,
generalmente IgG o IgA y solo ocasionalmente IgM (macroenzimas
tipo 1), o por asociaciéon con otros componentes séricos (lipoprotei-
nas, fragmentos membranas celulares...) o incluso polimerizacién de
la propia molécula enzimatica (macroenzimas tipo 2). Como estas for-
mas macromoleculares son aclaradas mucho mas lentamente que las
correspondientes enzimas, se acumulan en plasma y la aumentada ac-
tividad catalitica puede conducir a una interpretacién diagnéstica
errénea. Este hecho concede gran interés a la deteccién y caracteri-
zacion de macroenzimas en el laboratorio clinico.

Se ha descrito la posible formacién de macroenzimas tanto de tipo
1 como de tipo 2 para la CK. La macro-CK tipo 1 es un complejo con
inmunoglobulinas, mientras que la mas infrecuente macro-CK tipo 2
es probablemente la forma oligomérica de la enzima mitocondrial, de-
tectada en el suero de pacientes con intensa degradacién tisular de
origen tumoral (11). La prevalencia de elevada actividad CK debida a
macro-CK tipo 1 es de aproximadamente el 2%, habiéndose recomen-
dado para su deteccién sistematica la precipitacion con polietilén-gli-
col relativamente especifica para complejos de enzimas con inmuno-
globulinas (11).

Ambos tipos de macro-CK pueden ser reconocidos en suero huma-
no mediante cromatografia de exclusion, pero no diferenciados entre
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si. Stein y cols. describieron un procedimiento para diferenciar los ti-
pos de macro-CK basado en sus diferentes Ea (12). Para la macro-CK
tipo 1 (CKBB-IgG) encontraron una Ea = 53 kJ/mol, semejante a la
CKBB (Ea = 58 kJ/mol). Para la macro-CK tipo 2 encontraron una Ea
= 142 kJ/mol, semejante a los valores obtenidos para la CK mitocon-
drial de corazén (142 kJ/mol) y musculo esquelético (130 kJ/mol). Las
comparacion de los resultados obtenidos en 22 sueros normales, 31
macro-CK tipo 1 y 25 macro-CK tipo 2, permitié a estos autores con-
cluir que, tras la obtenciéon por inactivacion térmica (20 min a 45 °C)
de una actividad catalitica residual > 50%, una Ea < 75 kJ/mol indi-
caria una macro-CK tipo 1, mientras una Ea > 75 kJ/mol una macro-
CK tipo 2 (12).

3. o-AMILASA (AMIL, EC 3.2.1.1)

La AMIL es una endoglicosidasa que forma parte de la secrecién
exocrina del pancreas y las glandulas salivales. Presenta dos isoenzi-
mas, la pancreatrica (AMILP) y la salival (AMILS) codificadas por dos
genes distintos, si bien se pueden encontrar diferentes formas mole-
culares para cada una de las dos isoenzimas, como resultado de mo-
dificaciones post-traduccionales (desaminaciones, glicosilaciones o
deglicosilaciones).

Hafkenscheid y Hessels encontraron una considerable variacién
para la Ea aparente de la AMIL sérica al utilizar distintos substratos,
y sugirieron que a esta variabilidad podria contribuir la distinta pro-
porcién relativa de isoenzimas (13). En efecto, estos autores encon-
traron en 12 sueros unos valores medios para las Ea de la AMIL to-
tal de 40.7 kJ/mol, para la AMILP de 44.8 kJ/mol y para la AMILS de
38.1 kJ/mol (13). Las Ea obtenidas para las isoenzimas séricas son
analogas a las de las formas tisulares purificadas AMILP (45.0 kJ/mol)
y AMILS (40.1 kJ/mol) (14). El hecho de que no se encontrase una di-
ferencia significativa entre las Ea de las isoenzimas séricas y las for-
mas tisulares purificadas, demuestra la buena estabilidad de la AMIL
en el compartimento plasmaético. Aunque la Ea de la AMILP es signi-
ficativamente mayor que la de AMILS, la magnitud de esta diferencia
no permitiria la evaluacién termodinamica de la proporciéon relativa
de ambas isoenzimas en suero.
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4. LACTATO DESHIDROGENASA (LDH, EC 1.1.1.27)

La LDH es una oxidorreductasa localizada en la fraccién citoséli-
ca de practicamente todos los tejidos del organismo. La molécula LDH
es un tetramero de 4 cadenas polipeptidicas de tipo H (corazén) y M
(musculo), lo que conduce a la existencia de 5 isoenzimas LDHI1
(HHHH), LDH2 (HHHM), LDH3 (HHMM), LDH4 (HMMM) y LDH5
(MMMM). La LDH1 y LDH2 son predominantes en musculo cardia-
co, rifnén y eritrocitos y la LDH5 en higado y musculo esquelético,
presentando otros érganos y tejidos distribuciones isoenzimaticas in-
termedias.

Los resultados de Buhl y cols. (15) evidencian una distinta Ea para
las isoenzimas LDH1 y LDHS5, sin embargo, al menos en nuestro co-
nocimiento, este hecho no ha sido aun utilizado como marcador de
la heterogeneidad enzimatica de la LDH sérica en condiciones clini-
cas en que interese discriminar el predominio del homotetramero
HHHH o del MMMM.

5. ASPARTATO AMINOTRANSFERASA (AST, ED 2.6.1.1)

La AST es una enzima ampliamente distribuida en los distintos te-
jidos del organismo, siendo particularmente abundante en higado,
musculo esquelético y corazén. Presenta dos isoenzimas, una de lo-
calizacién citosolica (ASTcit) que es mayoritaria en suero, y otra mi-
tocondrial (ASTmit), cuyo aumento en suero indica un dafio paren-
quimatoso severo.

Rej v Vanderlinde (16) pusieron de manifiesto que las isoenzimas
tisulares humanas purificadas ASTcit y ASTmit presentan igual Ea
(52.3 kJ/mol), un valor analogo al de la AST sérica (50.6 kJ/mol), sin
que la adicién de piridoxal fosfato al medio de reaccion tenga efecto
sobre los diagramas de Arrhenius obtenidos para la AST total o sus
isoenzimas purificadas. Estos resultados imposibilitan la utilizacién
de la Ea para el estudio de la composicién isoenzimatica de la AST.
Se ha descrito la presencia en suero de complejos macromoleculares
de la AST con inmunoglobulinas; sin embargo, no parece probable
que la determinacién de la Ea tenga un interés practico para la de-
teccién de macro-AST circulante.
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6. FOSFATASA ALCALINA (FAL, EC 3.1.3.1)

La FAL, como la y-glutamiltransferasa, 5’-nucleotidasa y alanino
aminopeptidasa (impropiamente denominadas de forma colectiva “en-
zimas de tracto biliar”), estda ligada por anclajes hidrofébicos a las
membranas plasmaéticas celulares. La FAL constituye una familia de
numerosas formas enzimaticas, algunas de ellas verdaderas isoenzi-
mas codificadas por genes distintos, mientras otras son el resultado
de diferentes modificaciones post-traduccionales que conducen a una
gran variedad de isoformas. Las formas de origen intestinal y placen-
tario son verdaderas isoenzimas, mientras la FAL de origen hepatico,
biliar, 6seo y renal son isoformas derivadas de una sola isoenzima.

Copeland y cols. (17) encontraron unas diferencias muy discretas
entre las Ea de la FAL sérica de 29 pacientes y las isoenzimas purifi-
cadas de higado, intestino y placenta. Por su parte, Langlois y cols.
(18), en un estudio sobre la heterogeneidad post-traduccional de la FAL
Osea en suero, encontraron una correlaciéon significativa de la activi-
dad especifica (U/ug proteina-enzimatica) con la actividad sérica (U/L)
en grupos de controles (n = 14, r = 0.832), pacientes con osteoporosis
(n =26, r =0.761) y pacientes con hipertiroidismo (n = 78, r = 0.572),
lo que sugiere una dependencia de la actividad enzimatica especifica
con el grado del recambio metabdlico 6seo. Asi mismo, la Ea en el gru-
po control (37,7 kJ/mol) fue significativamente menor que en los gru-
pos de pacientes con osteoporosis (63.3 kJ/mol) o con hipertiroidismo
(58.5 kJ/mol). En individuos clinicamente sanos, la eliminacién de los
residuos de acido sidlico de la molécula enzimatica mediante incuba-
cién con neuraminidasa, condujo a un aumento gradual de la Ea des-
de 38,0 kJ/mol a valores de 57.0 kJ/mol, 66.1 kJ/mol y 75.3 kJ/mol des-
pués de 1 h, 2 h y 3 h de incubacién respectivamente (18). Estos
resultados sugieren la existencia de una heterogeneidad de la forma
6sea de la FAL (¢distinto grado sialilacion?) en enfermedades del me-
tabolismo 6seo, que se traduce en una menor calidad catalitica de la
enzima, con menor actividad enzimatica especifica y mayor Ea.

7. y-GLUTARILTRANSFERASA (GGT, EC 2.3.2.2)

La GGT es una enzima ligada a membranas y presente en muchos
6rganos, sin embargo, se considera que su actividad sérica es mayo-
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ritariamente de origen hepatico. Aunque no se han caracterizado ver-
daderas isoenzimas genéticamente determinadas, esta enzima presen-
ta una gran heterogeneidad con numerosas isoformas resultado de va-
riaciones en la porcién glucidica de la molécula, o la formacién de
formas macromoleculares por unién a lipoproteinas, e incluso a frag-
mentos de membranas celulares.

Aunque se han descrito aumentadas concentraciones séricas de
asialoglicoproteinas en pacientes con enfermedad hepatica, los cam-
bios de la unién de la GGT a distintas lectinas sugieren una activa hi-
perglicosilacion de la molécula enzimatica (19, 20). Delanghe y cols.
(19, 20) encontraron un aumento significativo de la Ea de la GGT sé-
rica en distintas enfermedades hepaticas (exceptuando obstruccién
extra-hepatica) en relacion a un grupo clinicamente sano, sin que exis-
tiese una correlacién significativa de la Ea con la actividad enzimati-
ca. Sin embargo, el solapamiento de la Ea entre los distintos grupos
de pacientes no permite su utilizaciéon en el diagnéstico diferencial.
El tratamiento de muestras patolégicas con neuraminidasa para eli-
minar los restos terminales de acido sidlico de la molécula GGT, con-
dujo a una disminucién significativa de la Ea. Asi mismo, las formas
enzimaticas ricas en acido siélico, separadas por cromatografia de afi-
nidad, presentaron una Ea significativamente mayor que las formas
pobres en acido sialico (19).

8. 5°-NUCLEOTIDASA (5'NU, EC 3.1.3.5)

La 5’NU es también una enzima localizada en las membranas ci-
toplasmicas celulares y ampliamente distribuida en el organismo, aun-
que su actividad sérica se considera mayoritariamente de origen he-
patico. La heterogeneidad de la 5'NU sérica resulta de la unién de la
enzima a lipoproteinas y a fragmentos de membranas plasmaéticas, y
a la variabilidad de su porcién glucidica, pero no presenta verdade-
ras isoenzimas.

Utilizando distintos substratos se obtuvieron diferentes valores
para la Ea de la 5’NU (21), de modo analogo a lo sefialado para otras
enzimas (13, 17). En enfermedades hepatobiliares se ha descrito un
aumento de la sialilacién de la 5'NU sérica, que tendria como resul-
tado un menor aclaramiento de la enzima por los receptores hepato-
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citarios (21). En un grupo de pacientes con enfermedad hepatica los
valores obtenidos para la Ea de la 5'NU sérica utilizando inosina-5’-
monofosfato como substrato, son significativamente mayores que en
individuos sanos (67.8 kJ/mol vs 59.2 kJ/mol), y el tratamiento con
neuraminidasa de las muestras produjo una disminucién significati-
va de la Ea de la 5°-NU en el grupo de pacientes hasta 63.6 kJ/mol (p
< 0.001), pero no en los controles sanos (56.7 kJ/mol) (21). Estos re-
sultados confirman un aumento del grado de sialilaciéon de la molé-
cula de 5'NU en pacientes con enfermedad hepatica.

9. ALANINO AMINOPEPTIDASA (AAP, EC 3.4.11.2)

La AAP es una enzima ligada a membranas con una amplia espe-
cificidad de substrato, y frecuentemente denominada leucina amino
peptidasa que es realmente otra aminopeptidasa de localizaciéon cito-
sOlica (LAP, 3.4.11.1). Como se indicé anteriormente, FAL, GGT, 5’NU
y AAP, constituyen un grupo de enzimas membranarias (impropia-
mente denominadas “enzimas de tracto biliar”), que presentan un
comportamiento similar en el curso de la enfermedad hepatica y al-
canzan sus mayores actividades séricas en casos de colestasis intra-y
extra-hepatica.

La heterogeneidad enzimatica de la AAP es debida a distintas mo-
dificaciones post-traducccionales de su molécula. La forma nativa an-
fifilica de la AAP puede pasar al plasma, especialmente en condicio-
nes de colestasis, formando complejos de alta masa molecular con
lipoproteinas o con fragmentos de membranas celulares.

En un grupo de pacientes con enfermedad hepatobiliar la Ea de la
AAP sérica fue significativamente mayor que en el grupo control (62.1
kJ/mol vs 55.7 kJ/mol) (22). El tratamiento de las muestras con neura-
minidasa o triton X-100 no produjo una variacién significativa de la Ea,
lo que indica que el grado de sialilacién, o la formacién de agregados
de alta masa molecular (que serian disociados por el detergente) no
afecta a la Ea de la AAP (22). Asi mismo, la incubacion durante 9 dias
en condiciones fisiol6gicas de pH y temperatura de un pool de sueros
de pacientes con distintas enfermedades hepatobiliares, no produjo una
variacion significativa de la actividad enzimatica o la Ea de la AAP (22).
Estos resultados demuestran la buena estabilidad de esta enzima en el
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medio extracelular, y descartan que el aumento de Ea en la enferme-
dad hepatobiliar sea debido a que un aclaramiento disminuido conduz-
ca al envejecimiento de las isoformas circulantes AAP.

La eliminacién con papaina de la parte hidrofébica de la molécu-
la anfifilica nativa de la AAP, conduce a una forma enzimatica solu-
bilizada de caracter hidrofilico, igual que la isoforma “normal” séri-
ca presente en individuos sanos. En pacientes con enfermedad
hepatobiliar, isoformas hidrofilicas mas o menos proteolizadas pue-
den coexistir con los agregados de alta masa molecular de la forma
anfifilica. El tratamiento con papaina de muestras de estos pacientes
condujo a una progresiva disminucién de la Ea de AAP, alcanzando
al cabo de 8 horas de incubacién valores analogos a los encontrados
en individuos sanos (22). Estos resultados sugieren que la mayor Ea
de la AAP sérica en pacientes con enfermedad hepatobiliar, se debe-
ria a la presencia de la forma nativa anfifilica, mientras en individuos
sanos la forma enzimatica circulante seria la hidrofilica.

En un grupo los pacientes con enfermedad hepatica (n = 30) se
obtuvieron elevados coeficientes de correlaciéon entre las actividades
séricas de FAL (previa exclusién de la isoforma 6sea), GGT, 5’NU y
AAP (p < 0.001). Asi mismo, se encontraron correlaciones significati-
vas entre las Ea de FAL y GGT (r = 0.472, p < 0.005), y de GGT y 5'NU
(r =0.613, p < 0.001) (22). La elevada significacién de la correlacién
entre las Ea de GGT y 5’NU es esperable, teniendo en cuenta el ana-
logo efecto del grado de sialilacién de la molécula sobre la Ea de am-
bas enzimas. En el caso de la FAL, en nuestro conocimiento, no se ha
estudiado auin el posible efecto de la sialilacién sobre la Ea de la for-
ma hepatica, pero su correlaciéon con la de GGT fue asimismo signi-
ficativa, lo que permite suponer que podria tenerlo. Con respecto a la
AAP, el factor determinante de su Ea parece ser la proteolisis parcial
de la molécula, lo que justifica su falta de correlacién significativa con
las Ea de GGT y 5'NU, a pesar de sus semejanzas bioquimico-estruc-
turales y de localizacién subcelular.

10. B-N-ACETIL-HEXOSAMINIDASA (HEX, EC 3.2.1.52)

La Hex es una enzima lisosémica compuesta de dos tipos de cade-
nas polipeptidicas, denominadas subunidades a y B, y codificadas por
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dos genes diferentes. Las dos isoenzimas principales son el heterodi-
mero off (isoenzima Hex A) y el homodimero pp (isoenzima Hex B),
mientras el homodimero aa (isoenzima Hex S) es inestable y general-
mente presenta muy limitada actividad catalitica. Otras formas enzi-
maticas puestas de manifiesto cromatograficamente, como la Hex P,
cuya actividad sérica aumenta en el embarazo y en la enfermedad he-
patica, asi como las denominadas formas intermedias (Hex I), deriva-
rian de la isoenzima Hex B por modificaciones post-traduccionales.

En la Figura 1 se indican los resultados obtenidos en el fracciona-
miento cromatografico en DEAE-celulosa de las isoformas de la Hex
en un lisado de fibroblastos, utilizando el derivado neutro de la me-
til-umbeliferona que es hidrolizado por las isoenzimas Hex A y Hex
B, y el derivado sulfatado (negativo), especifico de la subunidad a y
por tanto hidrolizado tnicamente por Hex A. La termolabilidad de la
isoenzima Hex A es significativamente mayor que la de Hex B, hecho
ampliamente utilizado en la evaluacién no separativa de la composi-
cién isoenzimatica de la Hex.
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Figura 1. Fraccionamiento cromatografico en DEAE-celulosa de las isoformas

de la p-N-acetilhexosaminidasa (Hex) en un lisado de fibroblastos utilizando los

substratos 4-metilumbeliferil-2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucopiranésido (@) y 4-meti-
lumbeliferil-2-acetamido-2-deoxi-p-D-glucopiranésido-6-sulfato (O).
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El estudio de la Ea aparente de la Hex sérica utilizando el subs-
trato cromogénico 3,3’-diclorofenolsulfoftaleinil-N-acetil-p-D-glucosa-
minido, puso en evidencia una correlacion altamente significativa de
esta variable termodinamica con la proporcién relativa de isoenzima
Hex B (r = 0.957, p < 0.001), con una ecuacién de regresiéon Hex B
(%) = 3.0 Ea-125.3. Asignando al porcentaje de Hex B los valores ex-
tremos 0 y 100 se obtuvo un valor estimado para la Ea de Hex A de
41.8 kJ/mol y de Hex B de 75.1 kJ/mol, con una diferencia altamente
significativa (p < 0.001) entre ambos valores (23). Esta Ea estimada
para la isoenzima Hex B es anéloga a la obtenida para la forma Hex
P purificada de placenta humana, cuya desialilacién con neuramini-
dasa no produjo un cambio significativo de Ea o actividad catalitica.
Asi mismo, en distintos sueros de pacientes en que se habia inactiva-
do térmicamente la isoenzima Hex A, se obtuvo un valor medio para
la Ea aparente de 75.2 kJ/mol (analoga a la de isoenzima Hex B), sin
que el tratamiento con neuraminidasa produjese un cambio significa-
tivo de esta variable. Sin embargo, para la isoenzima Hex A purifica-
da de placenta humana se obtuvo una Ea de 54.4 kJ/mol, significati-
vamente mayor que el valor previamente estimado para esta
isoenzima (41.8 kJ/mol). Este hecho podria explicarse teniendo en
cuenta la conversién parcial de la Hex A tisular purificada en Hex B
por reordenamiento de las subunidades o y p, un hecho bien docu-
mentado en la bibliografia, y que en este caso fue confirmado elec-
troforéticamente (23).

El hecho de que la Ea de Hex B sea mucho mayor que la de Hex
A, debido a la presencia en esta isoenzima de la subunidad o, posibi-
lita la determinacién termodindamica de la composicién isoenzimati-
ca de la Hex en distintos medios biolégicos, tales como suero/plasma,
orina, y lisados celulares. La tnica diferencia entre la isoenzima Hex
B y la forma Hex P es que esta tiene un mayor contenido de restos
de acido sialico en su molécula, presentando ambas formas igual Ea.
Las denominadas formas intermedias (Hex I), presentando distintos
grados de sialilacién, tendrian Ea analogas a la isoenzima de que
deriven (mayoritariamente Hex B). El calculo de la Ea de la Hex per-
mite la determinacién simple y precisa de su composicion isoenzima-
tica en muestras de suero/plasma, siendo los resultados muy concor-
dantes con los obtenidos por inactivacion térmica de la Hex A, o
utilizando los substratos fluorogénicos derivados de la 4-metil-umbe-
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liferona neutro (actividad enzimatica total) y sulfatado (actividad iso-
enzima Hex A) (23).

Algunos metabolitos urinarios de baja masa molecular producen
una interferencia positiva en la determinacién de la Ea de la Hex, y
consecuentemente en la proporcién de isoenzima Hex B, lo que obli-
ga a una eliminacién previa de estos metabolitos utilizando membra-
nas de permeabilidad selectiva para la aplicacién del método termo-
dinamico a la determinacién de las isoenzimas de la Hex en muestras
de orina (23). En un estudio posterior se caracterizé a la urea como
el metabolito urinario capaz de interferir en la determinacién de la
Ea de la Hex (24).

La adicién de urea a distintas muestras de orina, en las que pre-
viamente se habian eliminado los componentes de baja masa mole-
cular (< 7.5 kDa), puso de manifiesto un incremento lineal en parale-
lo de la Ea aparente de la Hex y la concentraciéon de urea adicionada
de acuerdo con ecuaciones de regresién de tipo: Ea = bU + Ea,, en
donde U es la concentraciéon de urea y Ea, corresponde a la Ea apa-
rente en ausencia de urea. A medida que Ea, (y por tanto la propor-
cioén relativa de Hex B) aumenta, las pendientes (b) de las ecuaciones
de regresién disminuyen gradualmente (24), existiendo una correla-
cion negativa altamente significativa entre ambas variables (r = -0.960,
p < 0.001). A partir de estos resultados, fue posible deducir una ex-
presion matematica que permite el calculo de la Ea en ausencia de
urea (Ea,) en funcién de la Ea aparente obtenida para una muestra
particular de orina presentando una concentraciéon U de urea: Ea, =
Ea-(78.0-Ea/100.0-U)U. Este valor estimado de Ea, puede ser utiliza-
do para la determinacion de la proporcion relativa de isoenzima Hex
B sin necesidad de la eliminacién previa de urea en las muestras de
orina (24).

Las gangliosidosis GM2 son enfermedades neurodegenerativas de
caracter autosémico recesivo, caracterizadas por una incapacidad
para metabolizar el gangliésido GM2, que en condiciones fisiolégicas
normales es hidrolizado por la isoenzima Hex A. Se pueden diferen-
ciar tres tipos de gangliosidosis GM2 en las que estan implicadas dis-
tintas mutaciones del gen que codifica la subunidad a y asociadas a
una deficiencia de isoenzima Hex A (variante B) conocida como en-
fermedad de Tay-Sachs, o mutaciones del gen que codifica la subuni-

507



Jost CarLos TuTor AN. R. Acap. Nac. FArM.

dad B asociadas a una deficiencia de isoenzimas Hex A y Hex B (va-
riante 0) conocida como enfermedad de Sandhoff, o mutaciones del
gen que codifica el activador proteico GM2 necesario para la degra-
dacién del gangliésido GM2 y presentando actividades normales de
las isoenzimas Hex A y Hex B (variante AB).

Los analisis enzimaticos son ampliamente utilizados para el diag-
néstico bioquimico de pacientes homocigotos y la deteccién de por-
tadores heterocigotos de las variantes A y 0 de gangliosidosis GM2,
siendo mas dificil el diagnéstico bioquimico de la variante AB. La de-
terminacién de la Ea aparente permite la evaluacion simple y preci-
sa de la heterogenidad isoenzimaética de la Hex en lisados de plaque-
tas, leucocitos totales, y poblaciones de leucocitos mononucleares y
polimorfonucleares (25, 26), constituyendo una alternativa vélida a
los métodos clasicos de inactivacién térmica de la Hex A, la utiliza-
cién conjunta de los substratos florogénicos neutro y sulfatado (espe-
cifico para Hex A), e incluso a las técnicas separativas electroforéti-
cas o cromatograficas. El uso de lisados de leucocitos totales no parece
introducir un aumento significativo de la variabilidad interindividual
de la proporcién relativa de isoenzima Hex A, con respecto a la obte-
nida en lisados de poblaciones celulares homogéneas (plaquetas, leu-
cocitos mononuclares, o leucocitos polimorfonucleares), siendo esta
variable la mas utilizada para el diagndstico bioquimico de pacientes
homocigotos y deteccién de portadores heterocigotos para la enfer-
medad de Tay-Sachs (26).

La enfermedad de Tay-Sachs presenta dos variantes enzimoldgica-
mente diferentes, la variante B clasica con ausencia de isoenzima Hex
A, y la variante B1 con presencia de una isoenzima Hex A mutada in-
activa frente al gangliésido GM2 y substratos artificiales con carga ne-
gativa, debido a una disfuncionalidad catalitica del centro activo de
la subunidad a. Sin embargo esta isoenzima Hex A mutada es apa-
rentemente normal frente a substratos artificiales neutros convencio-
nales, lo que imposibilita la utilizacién de métodos de inactivacién
térmica para el diagnostico bioquimico de la variante B1 (27).

La isoenzima Hex A mutada separada por cromatografia en DEAE-
celulosa del plasma de un paciente homocigoto de gangliosidosis GM2
variante B1 para la mutacién R178H (G533-2A, Arg=> 178His), gene-
ralmente referida como “DN-alelo”, presenta una Ea (71.5 kJ/mol) sig-
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nificativamente mayor que la obtenida para isoenzima Hex A normal
(41.3 kJ/mol) de controles sanos (28). Para la isoenzima Hex A muta-
da, la actividad catalitica sobre el substrato cromogénico utilizado de-
penderia exclusivamente del centro activo de la subunidad B, presen-
tando una Ea analoga a la encontrada para la isoenzima Hex B (73.8
kJ/mol). Los padres del paciente presentaron un valor medio para la
Ea de la isoenzima Hex A de 55.4 kJ/mol (28), sugiriendo la presen-
cia de una mezcla equimolecular de isoenzimas Hex A mutada y nor-
mal en el plasma de los portadores heterocigotos para la mutacion
R178H. Estos resultados permitieron la puesta a punto de un proto-
colo para la identificacién bioquimica de pacientes homocigotos y
portadores heterocigotos para la variante B1 de gangliosidosis GM2
mediante la estimacion de la proporcion relativa de isoenzima Hex A
en poblaciones leucocitarias (29).

Los estudios de Sa Miranda y cols. han puesto de manifiesto la
elevada prevalencia de la mutacién R178H en Portugal (30-32), y los
resultados obtenidos en Galicia, una regién con particulares lazos his-
téricos con Portugal, apuntan asimismo a una alta prevalencia de esta
mutacién (27, 29, 33). En estudios posteriores se han descrito varios
casos de pacientes homocigotos para la mutacion R178H en Brasil
(34) e Italia (35). Estos datos confieren un especial interés al estudio
de esta enzimopatia en América Latina.

De forma andloga a otras enzimas lisos6micas, la Hex es sinteti-
zada en forma de precursores de alta masa molecular (Mr = 150 kDa)
cataliticamente activos, que sufren una serie de procesos proteoliticos
y de glucosilacién antes de ser internalizadas en los lisosomas donde
se encuentran como formas maduras con menor masa molecular (Mr
=~ 120 kDa); sin embargo, una pequena proporciéon de formas enzima-
ticas precursoras (5-20%) es secretada al medio extracelular. La pro-
teolisis parcial con papaina de la Hex plasmatica (formas precurso-
ras) condujo a un aumento de la Ea aparente, debido a un incremento
de la Ea de aproximadamente 3.0 kJ/mol para la isoenzima Hex A, sin
que se modifique el valor de la Ea de Hex B (36). Por otra parte, la
digestiéon con papaina no modificé de forma significativa la Ea apa-
rente de la Hex en muestras de orina o lisados de leucocitos y plaque-
tas (formas enzimaticas maduras). Estos resultados in vitro no per-
miten concluir que se incremente la Ea de Hex A durante los procesos
de maduracién e internalizacion en los lisosomas. En pacientes con
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distintas nefropatias, presentando normo, micro y macroalbuminuria,
no se encontraron incrementos significativos para la Ea de Hex uri-
naria durante la incubacién con papaina. Estos resultados confirman
la hipétesis de que, incluso en pacientes con proteinuria, no pasarian
a la orina formas enzimaticas de origen plasmatico, siendo la activi-
dad Hex urinaria exclusivamente de origen renal (36).

Los resultados obtenidos por Hultberg y cols. en modelos experi-
mentales demuestran que los cationes NH," producen una inhibicién
en la maduracion de los precursores de alta masa molecular de la Hex,
interfiriendo en su transporte a los lisosomas, lo que conduce a una
aumentada de la secrecién al medio extracelular de formas enzimati-
cas recientemente sintetizadas (37, 38). Consecuentemente estos au-
tores especulan sobre el posible efecto del aumento de amonio en la
enfermedad hepatica sobre la secreciéon de Hex al plasma, al tiempo
que una mayor inactivaciéon de la Hex A circulante podria explicar la
aumentada proporcién en suero/plasma de Hex B en pacientes con
hepatopatias (37, 38).

En un grupo de pacientes con cirrosis hepatica, el estudio de la
composicion isoenzimatica de la Hex plamatica mediante la determi-
nacién de la Ea aparente, demostré una elevada correlacién de la ac-
tividad catalitica y la proporcién relativa de isoenzima Hex B con la
concentracién de amonio (39). La incubacién de muestras de plasma
durante 50 horas en condiciones fisiol6gicas de pH y temperatura,
condujo a una inactivacién gradual de la Hex sin modificacién signi-
ficativa de la Ea aparente en las primeras 7 horas de incubacioén, in-
dicando que las isoenzimas Hex A y Hex B sufren una inactivacién
analoga durante este periodo de tiempo (39). Para tiempos de incu-
bacién mayores de 7 horas, se produjo un significativo aumento de la
Ea aparente debido a una mayor inactivaciéon de Hex A, sin embargo
la actividad residual de las isoenzimas Hex A y Hex B nunca presen-
t6 una diferencia mayor del 20% (39). Esta diferencia de estabilidad
de las isoenzimas Hex A y Hex B es menor que la descrita en estu-
dios realizados en cultivos celulares (37, 38). En todos los casos, las
proporciones relativas de las isoenzimas Hex A y Hex B calculadas a
partir de la Ea aparente fueron muy concordantes con las obtenidas
por un método de inactivaciéon térmica de la Hex A. Estos resultados
sugieren que la inactivacién por envejecimiento de la Hex plasmatica
no puede ser explicada en funcién de la formacién de moléculas en-
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zimaticas parcialmente inactivadas con mayores Ea y menores activi-
dades cataliticas especificas. La inactivacién de la Hex plasmatica pa-
rece ser un proceso de todo o nada, en el que moléculas catalitica-
mente activas coexisten con moléculas totalmente inactivadas. Como
la vida plasmatica media de la Hex humana tras ser infundida en la
circulacién del ratén es aproximadamente de 2-4 horas (40), y aun-
que estos datos no puedan ser totalmente extrapolados a los pacien-
tes humanos, no parece que la aumentada proporcién de isoenzima
Hex B plasmatica en la enfermedad hepatica se deba a una mayor in-
activacion de la Hex A circulante. En cultivos celulares las subunida-
des a y B son sintetizadas en cantidades similares, pero la asociacién
Bp (Hex B) se realiza a mayor velocidad (41), cuya secrecién al plas-
ma en este casos seria favorecida por las aumentadas concentracio-
nes de amonio.

En la Tabla 1 se hace una sintesis de los datos antes indicados so-
bre la heterogeneidad de las distintas enzimas consideradas, asi como
del interés alto medio o bajo del correspondiente estudio de su Ea
aparente.

A modo de conclusién podria senalarse que los estudios termodi-
namicos de heterogeneidad enzimaética constituyen una linea de in-
vestigacion que de ningiin modo puede considerarse agotada, y capaz
de proporcionar futuros resultados de interés bioquimico clinico.
Como ejemplo podria sugerirse dos casos concretos de posible apli-
cabilidad de este tipo de estudios:

La colinesterasa plasmatica (pseudocolinesterasa, EC 3.1.1.8) pre-
senta amplia heterogeneidad enzimatica, con 7-12 fracciones electro-
foréticas que difieren en su masa molecular y que parecen ser agre-
gados moleculares de una misma unidad bésica. De mayor interés son
variantes atipicas (aleloenzimas), caracterizadas por una disminuida
actividad catalitica y afinidad por distintos substratos. El estudio de
la Ea podria contribuir a una mejor caracterizacién de estas varian-
tes de enzimaticas.

La actividad oxidasica de la ceruloplasmina (ferroxidasa I, EC
1.16.3.1) deriva de la reducciéon de los 4&tomos de cobre localizados en
el centro activo de su molécula. La disminucién de las reservas de co-
bre conduce a un aumento de la proporcién relativa de apoceruloplas-
mina desprovista de actividad enzimatica, asi como otras formas em-
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Tabla 1. Tipo heterogeneidad enzimatica e interés estudio energia de activacién
Enzima Heterogeneidad Interés Ea
Creatina quinasa | 3 isoenzimas (BB, MB, MM), Alto

distintas isoformas,
macroenzimas tipo 1 y 2
o-Amilasa 2 isoenzimas (tipo salivar y pancreatico), Bajo*
distintas isoformas,
macroenzimas tipo 1
Lactato 4 isoenzimas (HHHH, HHHM, HHMM, ¢
deshidrogenasa HMMM, MMMM)
Aspartato 2 isoenzimas (mitocondrial y citosélica), Bajo*
aminotransferasa | macroenzimas tipo 1
Fosfatasa alcalina | 3 isoenzimas (intestinal, placentaria Medio
v hepatica/biliar/6sea/renal), distintas
isoformas, macroenzimas tipo 2
y-Glutamil distintas isoformas, Medio
transferasa macroenzimas tipo 1 y 2
5’-Nucleotidasa distintas isoformas, Medio
macroenzimas tipo 2
Alanino distintas isoformas, Medio
aminopeptidasa | macroenzimas tipo 2
B-N-acetil- 3 isoenzimas (aa, of, BB), Alto
hexosaminidasa | distintas isoformas

* En nuesto conocimiento ain no se ha estudiado la posible caracterizacién de macroenzimas me-
diante la determinacién de su Ea aparente.

pobrecidas en cobre y disminuida actividad oxidasica especifica en re-
lacién a la holoceruloplasmina. La actividad oxidasica especifica de la
ceruloplasmina no es influenciada en adultos por la edad, sexo, anti-
conceptivos orales o procesos inflamatorios, y se ha propuesto como
un indicador sensible del status de cobre (42). La Ea aparente de re-
acciones de oxidacién de Fe** o distintas aminas aromaticas cataliza-
das por la ceruloplasmina, podria presentar una relacién inversa con
la actividad oxidasica especifica de la ceruloplasmina circulante, cons-
tituyendo un posible marcador de deficiencia de cobre.
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SESIONES

La fecundacion in vitro, premio Nobel en Fisiologia
o Medicina 2010

Juan-Ramoén Lacadena Calero

Académico de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia

El 4 de octubre de 2010, la Asamblea Nobel del Instituto Karolins-
ka de Estocolmo decidi6é otorgar el Premio Nobel en Fisiologia o Me-
dicina 2010 al fisidlogo Robert G. Edwards “por el desarrollo de la fe-
cundacién in vitro”. En este caso, el titulo de Premio Nobel “en
Fisiologia o Medicina” responde perfectamente a la doble realidad
porque el area cientifica del galardonado es la Fisiologia y su investi-
gacién ha tenido gran repercusion en la Medicina.

Robert G. Edwards, nacié en 1925 en Batley, Inglaterra. Desmo-
vilizado del Ejército al término de la Segunda Guerra Mundial, deci-
di6 estudiar Biologia en la Universidad de Bangor, Gales del Norte, y
fue al cabo de varios afios de su carrera, en 1951, cuando se dio cuen-
ta de que se habia equivocado en la vocacién inicial hacia la Agricul-
tura porque, seguiin sus propias palabras, no sentia un interés especial
por las semillas de trigo, de cebada o de avena y, menos todavia, por
la cantidad que es preciso plantar, para conseguir un rendimiento 6p-
timo, en cada acre de tierra. Entonces decidi6 pasarse al Depar-
tamento de Zoologia pues se sentia mas interesado por la “simiente
animal” —es decir, por los 6vulos y los espermatozoides— que por las
semillas de plantas. Su desconcierto inicial se materializ6 en unos exa-
menes poco brillantes y en una graduacién sin mencién honorifica al-
guna. Aconsejado por un amigo, decidi6 solicitar la admisién para se-
guir un curso de postgrado en Genética Animal en la Universidad de
Edimburgo, Escocia, que impartia el famoso profesor Waddington ex-
perto en Embriologia y Genética. A pesar de su poco brillante expe-
diente y con gran sorpresa por su parte, fue admitido en el Instituto
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de Genética Animal. Alli cambié su destino cientifico porque en 1955
se doctoré con una tesis sobre el desarrollo embriolégico del ratén
bajo la supervisién de Alan Beatty. Su trabajo experimental lo realizé
en “la casa de los ratones” de Douglas Falconer, uno de los pioneros
mundiales en Genética Cuantitativa. Después de una estancia de un
afio en California, en 1958 se trasladé al National Institute for Medi-
cal Research en Londres y en 1963, tras una corta estancia en la Uni-
versidad de Glasgow, fue al Physiological Laboratory de la Universi-
dad de Cambridge, de donde es Profesor Emérito.

Como antecedentes cientificos hay que mencionar que los prime-
ros estudios del proceso de fecundacién in vitro en mamiferos se re-
montan a 1935 cuando Pincus estableci6 las condiciones experimen-
tales que permitian la maduracién in vitro de los ovocitos de coneja
(1). Un cuarto de siglo después, en 1959, Chang (2) obtuvo embrio-
nes viables de conejo tras la fecundacién in vitro de ovocitos madu-
rados in vitro que daban lugar a descendencia viable al ser transferi-
dos al ttero. Aunque al principio se creyé que era necesaria la
activacion (capacitacion) de los espermatozoides in vivo (dentro del
utero de la hembra), sin embargo se demostré en hamster que los es-
permatozoides podian ser capacitados en medios adecuados in vitro
sin necesidad de una activacién in vivo (3).

Como se ha mencionado anteriormente, el galardonado Dr. Edwards
estuvo trabajando durante varios afios en la década de 1950 en Edim-
burgo en temas de fisiologia reproductiva del ratén, especialmente en
la maduracién de ovocitos. Por ello, su formacion era la adecuada cuan-
do al final de la década de los 50 se le encargé en el National Institute
for Medical Research de Londres que desarrollara un método que pu-
diera aliviar el problema de la infertilidad humana.

Para afrontar con éxito el proceso de fecundacién in vitro en la
especie humana habia que solucionar varios problemas: 1) controlar
el proceso de maduracién de los ovocitos, 2) conseguir extraer los
ovocitos en el estadio de desarrollo adecuado para la fecundacién, 3)
activar (capacitar) los espermatozoides in vitro, 4) definir las condi-
ciones experimentales que promueven la fecundacién y las primeras
etapas del desarrollo embrionario in vitro, y 5) poner a punto las téc-
nicas que permitan transferir los embriones obtenidos al ttero de la
mujer. Los primeros frutos de sus investigaciones los obtuvo Edwards
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en 1965 cuando descubrié que los ovocitos humanos necesitan 24 ho-
ras de incubacién in vitro antes de iniciar el proceso de maduracion
(4, 5) y en 1969 cuando utilizé con éxito las condiciones de cultivo
para la capacitacion de los espermatozoides que les permitiera la fe-
cundacién de ovocitos madurados in vitro (6). Sin embargo, los em-
briones obtenidos no progresaban mas alla del estadio de dos célu-
las. Por ello decidi6é que los ovocitos a utilizar deberian completar su
proceso de maduracién in vivo, pero el nuevo problema radicaba en
como extraer de los ovarios los ovocitos maduros. Este obstaculo fue
resuelto cuando se asocié con el ginecélogo Dr. Patrick C. Steptoe
quien, en 1968, habia puesto a punto la técnica de laparoscopia que
permite extraer de los ovarios de la mujer ovocitos madurados in vivo
(7). No tengo la menor duda de que, si hubiera vivido (fallecié en
1988), el Dr. Steptoe habria compartido el Premio Nobel con el Dr.
Edwards.

El premio se le ha concedido al Dr. Edwards casi cuarenta afios
después de que publicara en 1970 y 1971 en colaboracién con el Dr.
Steptoe los primeros trabajos cientificos que describian la obtencién
de embriones humanos por fecundacién in vitro (FIV) que eran capa-
ces de desarrollarse hasta la fase de 8-16 células e, incluso, blastocis-
to (8-10). Tras estos éxitos cientificos solicitaron una subvencién a
largo plazo al Medical Research Council para continuar sus investi-
gaciones que, sin embargo, les fue denegada en abril de 1971 “...de-
bido a que se tienen serias dudas sobre los aspectos éticos de dicha
investigacion en seres humanos, muy en especial de los experimentos
relacionados con la implantacién de los 6vulos fecundados in vitro en
las mujeres... También se han expresado reservas sobre la legitimidad
de usar la laparoscopia con objetivos puramente experimentales. En
consecuencia, hemos tenido que dar por desestimada su solicitud”
(transcrito en referencia 13, pags. 140-141). Para seguir adelante en
sus investigaciones necesitaron fondos privados.

Tras mas de cien intentos fallidos de transferencia de embriones al
utero de la mujer, en 1976 transfirieron a una mujer un embrién FIV
que no llegé a término porque se produjo un embarazo extrauterino
(11); sin embargo, mas tarde, el 25 de julio de 1978 naci6 en el Hos-
pital de Oldham Louise Joy Brown —el primer “bebé probeta” del mun-
do— sin anomalia alguna (12). Es interesante resaltar que, afios des-
pués, la propia Louise Brown ha sido madre sin tener que recurrir a

521



JuaN RAMON LAcADENA CALERO AN. R. Acap. Nac. FArM.

las técnicas de fecundacion in vitro. Edwards y Steptoe escribieron en
1980 una narracion autobiografica de gran interés sobre los primeros
anos de sus investigaciones (13) cuya lectura es apasionante.

En los afos siguientes Edwards y Steptoe, que habian creado su
propia clinica en Cambridge (Bourn Hall Clinic), refinaron la técnica
y la extendieron por todo el mundo: en 1983 habian nacido ya por
FIV en su clinica 139 nifios, llegando a 1.000 en 1986. Por esta épo-
ca habian nacido otros mil nifios FIV en otros paises. Ante el impac-
to social que supuso el nacimiento de Louise Joy Brown, el Gobierno
del Reino Unido puso en marcha la Comision Warnok para que ana-
lizara la cuestién. Al Informe Warnok hecho puiblico en 1984 sigui6
la aprobaciéon en 1990 de la Human Fertilisation and Embryology Act
en el Reino Unido y la creacién en 1991 de la Human Fertilisation and
Embryology Authority como organismo responsable en dicho pais de
los temas referentes a la reproduccién humana.

La concesion ahora del Premio Nobel, a pesar de los afios trans-
curridos, ha sido para honrar en vida al Dr. Edwards (tiene en la ac-
tualidad 85 anos) y reconocer al mismo tiempo que la fecundacion in
vitro basada en sus pioneras investigaciones junto con el Dr. Steptoe
han supuesto un paso importante en la Medicina Reproductiva. Las
estadisticas mundiales indican que un 10% o mas de las parejas son
infértiles, que el 30-40% de los tratamientos FIV tiene éxito y que en
muchos paises con buen nivel médico los nacimientos mediante la
técnica FIV suponen el 2-3% del total de nacimientos. Al dia de hoy
se estima que han nacido en el mundo unos 4.000.000 de nifios por
las técnicas de fecundacién in vitro.

En Espana, el primer nacimiento por fecundacién in vitro (la nifia
Victoria Anna) se produjo el 12 de julio de 1984 en el Instituto De-
xeus de Barcelona (Dr. Pedro Barri, ginecdlogo, y Dra. Anna Veiga,
biéloga). Desde entonces y hasta 2009 se han producido mas de 8.000
nacimientos por FIV en dicho Instituto. Segun el estudio realizado
por Barri y Veiga (14) al conmemorarse los 25 afios del nacimiento
de Victoria Anna, actualmente, la edad media de la mujer que se so-
mete a una FIV es de 36,7 afios, aunque mas de la cuarta parte supe-
ran los 40 afios. En 2008, el 8,4% de las mujeres atendidas en el Ins-
tituto Dexeus eran menores de 30 afios, el 40,6% mayores de 35 afios
y el 26,6% mayores de 40 afios. Como causas de la infertilidad se atri-
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buyen en un 37,8% a la mujer, en el 36,7% al varén, en un 9% a am-
bos y en un 16,4% a causas desconocidas. Asi como hace 25 afios la
tasa de embarazo tras FIV era de un 15-20%, hoy se ha duplicado al
35-40% (la tasa media europea se estima en un 30%), que son cifras
superiores a las del rendimiento reproductivo natural de la especie
humana. Obviamente, la edad de la mujer influye mucho en el resul-
tado de la técnica: en menores de 35 afios el éxito es de un 46% mien-
tras que en mayores de 40 anos se reduce a un 10%. Finalmente, la
tasa de embarazos multiples ha disminuido: en 2008, el 78,1% de los
embarazos fue de feto tnico, el 20,1% fue embarazo gemelary el 1,8%
fueron trillizos.

En Europa, los tltimos datos estadisticos de 20 paises obtenidos
por la Sociedad Europea para la Reproduccién y Embriologia Huma-
na (ESHRE, 2010) (15) corresponden a 2006, habiéndose obtenido los
siguientes resultados:

— En 998 clinicas de 32 paises se utilizaron técnicas de reproduc-
cién asistida en 458.759 ciclos: FIV, 117.318 ciclos; ICSI,
232.844; transferencia de embriones descongelados (DCT),
86.059; donacién de ovocitos (ovodonaciones), 12.685; madu-
racién de ovocitos in vitro, 247; ovocitos congelados, 3.498;
diagnoéstico genético preimplantacional (DGP), 6.561.

— Inseminacion artificial con semen de pareja (IAC), 134.261 ci-
clos (9,2% de partos en mujeres de menos de 40 anos); Insemi-
nacién artificial con semen de donante (IAD), 24.339 ciclos.

— En 20 paises, con un total de 422,5 millones de habitantes, se
utilizaron técnicas de reproduccién asistida en 359.110 ciclos
(850 ciclos por mill6n de habitantes). Las tasas de gestacion cli-
nica para la FIV fueron 29,0% por aspiracion y 32,4% por trans-
ferencia realizadas, mientras que para la ICSI fueron 29,9% y
33,0%, respectivamente. La proporcién de partos simples, do-
bles y triples en las técnicas FIV e ICSI fue del 79,2%, 19,9% vy
0,9%, respectivamente.

— En 2006, Espana era el tercer pais europeo en FIV, solamente
por detras de Francia y Alemania: se hicieron mas de 50.000
tratamientos FIV que dieron lugar a unas 26.000 transferencias
embrionarias, resultando mas de 5.600 partos.
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En Esparia, los ultimos datos estadisticos de la fecundacion in vi-
tro (FIV, ICSI, DCT, ovodonacién, DGP) corresponden al afio 2008 y
estan recogidos en el ultimo registro de la Sociedad Espariola de Fer-
tilidad (SEF) del afio 2010 (16). A pesar de que la normativa legal exi-
ge a los centros acreditados de Reproduccién Humana Asistida que
proporcionen los datos clinicos, la realidad es otra puesto que de 185
centros acreditados en el afio 2002, el informe estadistico final reali-
zado por la SEF solamente ha podido utilizar los datos de 90 centros
(menos del 50%), 66 privados y 24 publicos. Se recogen a continua-
cién algunos datos relativos al afio 2008:

Se sometieron a estimulacién hormonal de la ovulacién un total
de 22.053 pacientes y 3.015 donantes.

e Numero de ciclos: FIV/ICSI, 26.246 (68,6%); DCT, 6.997 (18,3%);
ovodonacién, 4.068 (10,6%); DGP, 721 (1,9%); ovocitos congela-
dos, 199 (0,5%); maduracién de ovocitos in vitro, 14 (0,03%).

e 19.721 ciclos con transferencia de embriones: FIV, 2.197; ICS],
15.447; FIV+ICSI, 2.077. La inyecci6n intracitoplasmica de es-
permatozoides (ICSI) fue la técnica mas utilizada (78,1%).

e Ciclos con transferencia de DCT (descongelacién y transferen-
cia): 5.764 transferencias embrionarias procedentes de 6.973
descongelaciones (82,7%).

e Transferencia de embriones procedentes de ovodonacién: 3.880
(FIV, 295; ICSI, 3.241; FIV+ICSI, 344).

e Causas de esterilidad: Factor tubarico/femenino: 20,1%; factor
masculino, 29,5%; causas mixtas, 24,4%; causas desconocidas,
12%.

e Numero de embriones transferidos en ciclos FIV/ICSI: 41.105
embriones transferidos en 19.721 transferencias (2,1 embrio-
nes/transferencia). En el 14,2% de los casos solo se transfirié un
embrién, en el 63,2% de los casos se transfirieron 2 embriones
y en el 22,6% se transfirieron 3 embriones.

e Nuimero de embriones transferidos en ciclos de DCT: 11.559 em-
briones transferidos en 5.764 transferencias (2 embriones/trans-
ferencia). En el 21,5% de los casos se transfirié un solo embrién,
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en el 56,5% de los casos se transfirieron 2 embriones y en el 22%

se transfirieron 3 embriones.

e Numero de embriones transferidos en ciclos de ovodonacién:
8.328 embriones transferidos en 3.880 transferencias (2,1 em-
briones/transferencia). En el 5,4% de los casos sélo se transfirié
un embrién, en el 74,6% de los casos se transfirieron 2 embrio-
nes en el 20% se transfirieron 3 embriones.

e Distribucién de pacientes (ciclos) por grupos de edad:

Edad Ovulos propios DCT Receptoras
(anos) (FIV, ICSI, FIV+ICSI) (N=6.294) de ovocitos
(N=24.447) (N = 4.008)
<29 8,0% 6,4% 2,4%
30-34 34,9% 31,9% 11,5%
35-39 43,7% 39,1% 28,8%
40-44 12,8% 17,7% 39,9%
> 45 0,7% 4,9% 17,3%
e Tasas de embarazo (%) en los ciclos FIV/ICSI:
FIV ICSI FIV+ICSI Total
Total embarazos 793 5.881 937 7.611
% embarazo/ciclo 27,2 30,6 37,7 30,9
% embarazo/puncion 31,4 33,9 41,6 34,4
% embarazo/transferencia 36,1 38,1 451 38,6
e Tasas de embarazo (%) en ciclos DCT:
FIV ICSI | FIV+ICSI | Total
Total embarazos 190 1.203 196 1.589
% embarazo/descongelacion 21,5 22,7 24,6 22,8
% embarazo/transferencia 26,8 27,5 29,1 27,6
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e Tasas de embarazo (%) por ciclo en la ovodonacién con embrio-
nes FIV/ICSI:

FIV ICSI FIV+ICSI Total
Total embarazos 165 1.676 206 2.047
% embarazo/ciclo 54,6 49,3 55,8 50,3
% embarazo/transferencia 55,9 51,7 59,9 52,8
e Tasas de embarazo (%) por ciclo por grupos de edad:
Edad (afios) Embarazos Embarazos Embarazos
en fresco por DCT por ovodonacién
<29 813 (40,4%) 95 (23,5%) 47 (48,5%)
30-34 3.205 (36,8%) 515 (25,7%) 234 (50,9%)
35-39 3.018 (27,8%) 506 (20,6%) 576 (50,7%)
40-44 543 (18,0%) 230 (20,7%) 790 (49,4%)
=45 5 (3,4%) 64 (20,8%) 371 (53,4%)
e Tasa de embarazo de maduracién ovocitaria in vitro:
Total embarazos 8
% embarazos /aspiracion 57,1%
% embarazos/transferencia 57,1%
e Tasa de embarazo con ovocitos congelados:
Total embarazos 48
% embarazos/descongelacion 24,1%
% embarazos/transferencia 26,2%
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¢ Evolucion de las gestaciones:

FIV ICSI FIV+ICSI DCT Ovodonacién
Gestaciones clinicas 787 5.859 926 1.589 2.046
Abortos 126 950 174 370 378
(16,6%) | (17,9%) | (20,3%) | (24,8%) (19,9%)
Ectépicos 13 73 15 71 62
(1,7%) (1,4%) (1,7%) (5,2%) (2,7%)
Evolucién desconocida 26 542 68 96 147
(3,4%) (10,2%) (7,9%) (6,4%) (7,7%)
e Multiplicidad de las gestaciones:
FIV ICSI FIV+ICSI DCT Ovodonacién
Gestaciones 774 5.786 911 1.512 1.994
Gestacién simple 602 4.417 653 1.262 1.411
(77,8%) | (76,3%) | (71,7%) | (83,5%) (70,8%)
Gestacion doble 158 1.274 238 244 552
(20,4%) | (22,0%) | (26,1%) | (16,1%) (27,7%)
Gestacién triple 14 95 20 6 31
(1,8%) (1,6%) (2,2%) (0,4%) (1,6%)
e Multiplicidad de los partos:
Ciclos Ciclos DCT Ciclos » Totales
en fresco ovodonacién
Partos totales 4,522 854 1.277 6.653
Simple 3.405 691 874 4.970
(75,3%) (80,9%) (68,4%) (74.7%)
Doble 1.075 159 388 1.622
(23,8%) (18,6%) (30,4%) (24,4%)
Triple 42 4 15 61
(0,9%) (0,5%) (1,2%) (0,9%)

e Ovocitos totales: Usados en reproduccion en fresco, 155.072;
crioconservados, 515.
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e Parametros de excelencia en ciclos en fresco: Como parametro
de excelencia en ciclos en fresco se ha considerado el cociente
del niimero de partos entre el nimero de embriones transferi-
dos (independientemente del nimero de nifios nacidos en un
parto):

— Total de embriones transferidos en ciclos en fresco: 41.105,
en 19.721 transferencias (2,1 embriones/transferencia).

— 2.793 transferencias de un solo embrién (14,0%); 12.474
transferencias de 2 embriones (63,0%), 4.456 transferencias
de 3 embriones (23,0%).

— 7.611 gestaciones (39 gestaciones por cada 100 transferen-
cias); 5.672 gestaciones tnicas (29 gestaciones unicas por
cada 100 transferencias).

— 4.522 partos (23 partos por cada 100 transferencias; 59 par-
tos por cada 100 gestacion); 3.405 partos tnicos (7 partos
unicos por cada 100 transferencias); 1.075 partos dobles (55
partos dobles por cada 1.000 transferencias); 42 partos tri-
ples (21 partos triples por cada 10.000 transferencias).

Ante la nueva realidad social espafiola se han promulgado sucesi-
vas normativas legales: Ley 35/1988, sobre Técnicas de Reproduccion
Asistida; Real Decreto 415/1997 por el que se crea la Comisiéon Nacio-
nal de Reproduccién Humana Asistida; Ley 45/2003, por la que se mo-
difica la Ley 35/1988; Ley 14/2006, sobre técnicas de reproduccién hu-
mana asistida y la Ley 14/2007 de investigaciéon biomédica que he
tenido ocasién de comentar desde le punto de vista bioético en traba-
jos previos (17, 18).

Dentro del contexto de la conmemoraciéon de los Premios Nobel
hay que senalar que las investigaciones de los Dres. Edwards y Step-
toe han sido la herramienta de trabajo utilizada por muchos cientifi-
cos en campos como el del manejo de las células troncales pluripo-
tentes embrionarias humanas (19).

La concesién del Premio Nobel a la fecundacién in vitro humana,
personalizada en su descubridor el Dr. Edwards, ha reavivado en al-
gunos ambitos el debate bioético sobre la utilizacién de dicha técni-
ca que ha sido abordado por el autor en otro lugar (20).
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Transferencia selectiva de un tnico embrién como
prevencion del embarazo multiple
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RESUMEN

El desarrollo de las Técnicas de Reproduccién Asistida ha repre-
sentado un importante avance en el tratamiento de la infertilidad hu-
mana. Sin embargo, la alta eficacia de las mismas ha traido consigo
un incremento excesivo de las tasas de embarazo multiple con las gra-
ves consecuencias médicas, econémicas y sociales que ello comporta.
Actualmente tanto las sociedades cientificas como los profesionales
de la salud como las propias parejas estériles son conscientes de es-
tos riesgos y de forma coordinada se han establecido diversas estra-
tegias para hacer frente a esta situacion.

El resultado que se esta obteniendo de la estrategia de reducir se-
lectivamente el nimero de embriones transferidos es evidente. La pan-
demia de embarazos muiltiple se estd controlando y con ello estamos
haciendo una prevencién eficaz de las complicaciones obstétricas y
neonatales derivadas de los mismos. Esperamos que ello contribuira
también a reducir significativamente las tasas de prematuridad y por
tanto de complicaciones neonatales severas.

Palabras Clave: Esterilidad; embarazo multiple; prematuridad,;
transferencia selectiva de un embrién.
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ABSTRACT
Prevention of prematurity by single embryo transfer.

The development of Assisted Reproduction Techniques represents
an important advance in the treatment of human infertility. However,
their great effectiveness has brought with it an excessive increase in
multiple pregnancy rates with the serious medical, financial and so-
cial consequences that they entail. Now, the scientific societies, the
health professionals, and the infertile couples themselves are aware
of these risks and have worked together to implement various strate-
gies to deal with this situation.

The result that is being obtained from the strategy of selectively
reducing the number of embryos transferred is obvious. The pandem-
ic of multiple pregnancies is being brought under control and so we
have effective prevention of the obstetric and neonatal complications
arising from it. It is to be hoped that it will also contribute to signif-
icantly reducing the rates of prematurity and thus of severe neonatal
complications.

Keywords: Infertility; multiple pregnacy; prematurity; single em-
bryo transfer.

1. INTRODUCCION

Es bien conocido el riesgo obstétrico y perinatal que se asocia a
los embarazos multiples. En Espana las tasas de prematuridad se si-
taan alrededor del 8% y a pesar de la mejoria de las condiciones so-
cio sanitarias y de los avances cientificos, no han variado en los tlti-
mos diez aflos. Complicaciones graves como la prematuridad extrema
y las secuelas neurolégicas graves tales como la paralisis cerebral au-
mentan de forma exponencial en funcién del rango de multiplicidad
de una gestacion.

Segun los registros demograficos espanoles de los ultimos veinte
anos la tasa de parto gemelar se ha doblado (75 de cada 10,000 par-
tos en 1980; 175 en 2004) y la tasa de trillizos ha aumentado seis ve-
ces (11 de cada 10,000 en 1980; 60 en 2004) (15) el origen de esta pan-
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demia deberia ser buscado, en primer lugar en el aumento de la edad
de las pacientes, pero es sobre todo debido al desarrollo de Técnicas
de Reproducciéon Asistida (TRA), especialmente en FIV, en las cuales
habitualmente se transfiere mas de un embrién. A pesar de las direc-
trices propuestas por diferentes sociedades cientificas para limitar el
namero de embriones a transferir, la tasa de embarazo muiltiple sigue
aumentando. La responsabilidad de prevenir el embarazo multiple re-
side en los profesionales de salud que deben ser conscientes de los
riesgos que comportan los embarazos gemelares y triples. Deben ser
los profesionales los que propongan una politica de transferencia se-
lectiva del niimero de embriones a transferir (1).

En la década pasada y gracias al trabajo pionero de los grupos es-
candinavos, la transferencia selectiva de un tinico embrién (SET) ha
sido extensamente aplicada sobre todo en pacientes jévenes con buen
pronéstico sin por ello comprometer la tasa de embarazo (19).

Una reciente revision del SET (3) ha puesto de manifiesto, tras
evaluar los resultados publicados de un estudio prospectivo y rando-
mizado que las tasas de embarazo son superiores en la transferencia
selectiva de dos embriones (DET) comparado con el grupo de trans-
ferencia selectiva de un embrién, pero éste tiene una tasa de embara-
zo gemelar del 30%.

Hace unos anos, en nuestro centro en los casos de mujeres de me-
nos de 38 afios y con dos embriones de buena calidad, se instaur6 una
politica de transferencia embrionaria selectiva con el fin de obtener
una reduccién del embarazo muiltiple. Teniendo en cuenta la edad de
la paciente y el nimero de embriones de buena calidad, creamos un
score de embarazo multiple el cual nos permite proponer a las pare-
jas la transferencia selectiva de un tnico embrién (SET) o bien la
transferencia selectiva de dos embriones (DET) (Tabla 1).

2. MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado un estudio prospectivo en el cual se ha propues-
to la transferencia selectiva de un embrién (SET) a 680 parejas de
nuestro programa de FIV que cumplian ambos criterios, edad inferior
a 38 afios y al menos 2 embriones de buena calidad, se efectu6 la
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transferencia selectiva de un tnico embrién (SET) a 355 parejas que
aceptaron nuestra sugerencia (52.2%) mientras que 325 (47.8%) soli-
citaron la transferencia de dos embriones (DET).

Los dos grupos eran similares pero las pacientes que solicitaron
DET habian sido sometidas a mas ciclos que los que escogieron el
SET (p < 0.0001).

También hemos realizado un analisis retrospectivo de 874 ciclos
de donacién de ovocitos en fresco y hemos comparado los resultados
obtenidos en 58 pacientes en las cuales se realizé SET frente a 816
pacientes que recibieron un DET. Después de las transferencias em-
brionarias en fresco, un total de 666 transferencias de embrién con-
gelado (FET) fueron realizadas; 69 en el grupo de SET y 597 en el
grupo DET. La edad media de las donantes de ovocitos era similar en
el SET y en el grupo DET (26.8 + 4.9 contra 26.7 + 4.4). Sin embar-
go, la edad media de las receptoras era inferior en el grupo de SET
(38.0 + 5.8) que en el grupo DET (41.0 + 5.3) (p < 0.05).

Tabla 1. Politica de transferencia embrionaria. Institut Universitari Dexeus

Edad N° de embriones N° de embriones
de alta calidad a transferir

< 30 =1 1
0 2
30-32 =2 1
2
33-34 =3 1
- 2
35-37 =0 2
38-39 =2 2
0 3

3. RESULTADOS

Las tasas de embarazo fueron considerablemente mas altas en el
DET (58.2%) comparandose con el grupo de SET (45.4%) (p < 0.05),
pero la tasa de embarazo gemelar fue del 27% con DET. Cuando ana-
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lizamos esta informacién por grupos de edad, observamos que no hay
diferencias significativas en pacientes hasta 33 afios (SET, el 54.9% ver-

sus DET, el 64.8%) aunque si fueron encontradas en mujeres de mas
edad (el SET, el 38.5% contra DET, el 56.9%) (p < 0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de la transferencia selectiva de uno (SET) o dos (DET)

embriones

SET DET P
Transfers (n) 355 325
Ovocitos inseminados (n) 152 + 6.4 13.2 6.5 <0.001
Ovocitos fertilizados (n) 11.6 + 5.3 99 5.1 <0.001
Embriones divididos (n) 8.0 +34 6.7 3.6 <0.001
;[‘rallsa;/of;le embarazo/transferencia 161 (45.4%) | 189 (58.2%) <0.001
Tasa de implantacion (%) 45.9% 37.7% <0.05
Embarazo gemelar (n, %) 2 (1.2%) 51 (27%) <0.001
Embarazo triple (n, %) 0 (0%) 2 (1.1%) <0.001
Aborto (n, %) 17 (10.6%) 30 (15.9%) ns

Un aspecto importante a considerar es el estudio de la tasa de em-
barazo acumulada tras la transferencia de embriones frescos en el ciclo
inicial anadiendo la criotransferencia de los embriones congelados que
quedaban del ciclo inicial. Analizando las tasas de embarazo acumula-
das vemos que las diferencias desaparecen alcanzandose excelentes re-
sultados sin que estén afectados por la edad de las pacientes (Tabla 3).

Hemos estudiado los resultados perinatales obtenidos en los em-
barazos de estas pacientes y hemos podido comprobar que en los em-
barazos conseguidos tras aplicar SET se reducen significativamente
las tasas de prematuridad < 37 semanas y de peso al nacer < 2.500
grs en comparacién a las tasas obtenidas tras DET (Tabla 4).

Los resultados obtenidos con la donacién de ovocitos mostraron
que la tasa de embarazo era inferior con el SET (28/58, el 43.1%) que
con DET (463/816, el 56.7%) (p < 0.05). La tasa de embarazo multi-
ple con DET era del 38.4% (178/463) mientras que no aumentaron los
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Tabla 3. Resultados acumulados de la transferencia selectiva de uno (SET) o
dos embriones (DET)
SET DET P
Transferencia 328 300 —
Edad 30.8 + 2.4 309 + 2.5 —
Ciclos de FIV previos 1.2 + 0.5 1.6 £ 0.9 <0.001
Embriones disponibles 8.0 + 3.5 6.8 + 3.1 <0.001
Embriones congelados 7.0 + 3.5 5.0 + 3.5 <0.001
Embarazo/Transferencia 153 178 0.001
46.6% 59.3%
Tasa de implantacion 45.9% 37.8% <0.001
Tasa acumulada 217/328 209/300 —
de embarazo/Transferencia 66.2% 69.7%
(Fresco + Congelado)
Tasa acumulada de nifio 173/328 165/300 —
vivo/Transferencia 52.7% 55%

embarazo multiples como consecuencia del SET (p < 0.05). Ademas,
las tasas de nifio vivo eran comparables en los dos grupos (SET; 20/58,
34.5% y DET, 359/816, 44.0%). En ciclos de criotransferencia y des-
pués de transferir un nimero similar de embriones (1.9 + 0.5 en el
SET anterior y 2.0 + 0.7 en DET anterior) el embarazo acumulativo
y tasas de nifio vivo eran del 84% y del 75.9% con el SET y del 77%
y del 63.4% en el grupo DET (n.s.) (Tabla 5).

Tabla 4. Evolucién del embarazo. Prematuridad y peso al nacer

SET DET P
§ ?g < 28 semanas — 5 (3.4%) NS
- %) < 34 semanas 2 (1.5%) 8 (5.4%) NS
@ < | < 37 semanas 14 (10.5%) 33 (22.1%) 0.003
— ’ < 1500 grs — 12 (6.3%) —
% § 1500-2499 grs 13 (9.7%) 55 (28.9) < 0.05
= > 2500 grs 121 (90.3%) 123 (64.7%) < 0.05
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4. DISCUSION

Aunque para algunos autores el embarazo multiple, especialmen-
te el gemelar, no debe ser considerado como una complicacién y es
bien aceptado por las parejas estériles (7), existe un alto nivel de con-
senso que advierte del exponencial aumento de complicaciones ma-
ternas y fetales que se producen en las gestaciones multiples (18). Por
este motivo las estrategias que proponen reducir selectivamente el nu-
mero de embriones a transferir constituyen una practica clinica cada
dia mas frecuente en los programas de IVF para reducir las tasas de
embarazo multiple y por tanto de complicaciones graves como la pre-
maturidad.

Numerosos estudios demuestran que al aplicar SET en los ciclos
en fresco de FIV se reducen un 30% las tasas de embarazo y un 90%
las tasas de embarazo muiltiple (6). En la misma linea van los resul-
tados de una revisién de Cochrane que tras una revisiéon sistematica
de 4 estudios seleccionados, demuestra que el SET reduce significa-

Tabla 5. Resultados acumulados de la transferencia selectiva de uno (SET) o
dos (DET) embriones tras donacién de ovocitos

SET DET P
(n = 58) (n = 816)

Edad de las receptoras, afios 38.9 +5.8 41.1 + 5.3 < 0.05
Edad de las donantes, afos 26.8 + 4.9 26.7 + 4.4 NS
Ovocitos inseminados, n 104 + 2.7 10.4 + 3.2 NS
Ovocitos fertilizados, n 84 + 23 82 + 238 NS
Embriones de alta calidad, n 43 +24 34 +25 < 0.05
Ea(soz)de embarazo/Transferencia 25 (43.1) 463 (56.7) < 0.05
Embarazo gemelar, n (%) 0 (0) 178 (38.4) < 0.05
Nifios vivos, n (%) 20 (34.5) 359 (44.0) NS
Criotransferencias (n) 69 597 < 0.05
Embriones transferidos 1.92 + 0.5 2.01 + 0.7 NS
Tasa de embarazo/Criotransferencia 30 (43.5) 176 (29.5) <0.05
n (%)
Embarazo gemelar, n (%) 5(16.7) 37 (22.0) NS
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tivamente el riesgo de embarazo muiltiple pero también reduce la po-
sibilidad de nifio vivo en un ciclo fresco de FIV (10). Asimismo, hay
algin estudio reciente que prueba que incluso en el ciclo en fresco no
hay diferencias en las tasas de embarazo obtenidas tras SET o tras
DET (2). Sin embargo, existe ya una gran evidencia que demuestra
que al combinar los resultados de las transferencias en fresco con las
posteriores transferencias de embriones congelados, la reduccién en
la tasa de embarazo que se producia en los ciclos en fresco de SET,
desaparece al analizar las tasas de embarazo acumuladas tras combi-
nar las transferencias en fresco y las criotransferencia (14) o incluso
puede mejorar (16).

Otra alternativa que puede proponerse a pacientes de buen pro-
néstico es transferir un tnico blastocisto. Seguir esta estrategia pue-
de reducir significativamente la tasa de embarazo maltiple sin redu-
cir la tasa de embarazo especialmente en pacientes jévenes por debajo
de los 40 afios (8-12). Un interesante estudio ha demostrado recien-
temente que la tasa de embarazo gemelar monocigético no aumenta
tras la transferencia de un tinico blastocisto comparado con la trans-
ferencia de un tinico embrién en estadio de divisiéon precoz (11).

Es importante considerar que existen modelos predictivos que tras
un anélisis de regresién logistica pueden identificar factores negati-
vamente asociados a la posibilidad de obtener un embarazo clinico
tras SET, como un alto indice de masa corporal y/o un elevado reque-
rimiento de gonadotropinas y/o un alto nimero de ovocitos recupe-
rados en la puncién folicular mientras el factor mas positivamente re-
levante es el nimero de embriones de alta calidad disponibles para la
transferencia (17).

Los estudios que evaltian los resultados obstétricos y perinatales
obtenidos al aplicar SET frente a los conseguidos con DET muestran
claramente que al reducir la tasa de embarazo multiple mejoran sig-
nificativamente todos los parametros obstétricos y perinatales (5).

Afortunadamente las distintas sociedades cientificas internaciona-
les son conocedoras de la situacion social que se ha creado y de la in-
formacién médica favorable a la reducciéon selectiva del nimero de
embriones a transferir. Por este motivo, la mayoria de ellas han pu-
blicado sus respectivas recomendaciones sobre el nimero de embrio-
nes a transferir en funcién de las caracteristicas de cada paciente (4,
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9,13,15). Las sociedades cientificas y los profesionales de la salud de-
ben concienciarse del problema, facilitar el medio necesario para rec-
tificar e informar a las parejas estériles de estos riesgos antes del co-
mienzo de un ciclo de FIV.

10.

11.
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El Premio Nobel en Quimica 2010

Maria del Carmen Avendaiio Lépez*

Catedratica de Quimica Organica y Académica de Ntumero de la RANF.

1. INTRODUCCION

Una de las sesiones mas relevantes de la RANF es la que organiza
el Profesor Lacadena dedicada a comentar el premios Nobel de Me-
dicina y Fisiologia, por una parte, y el de Quimica, por otra. Al igual
que en 2001 y 2005, cumplo el encargo de la Junta de Gobierno de
comentar el Premio Nobel de Quimica del presente afio. Desde 1901
la Real Academia de Ciencias de Suecia ha concedido dicho premio
a 160 cientificos. Centrandonos en los temas premiados en el presen-
te siglo (Tabla 1), podemos observar que la Quimica Aplicada a la Bio-
logia va adquiriendo mayor peso (6 premios en los afios 2002, 2003,
2004, 2006, 2008 y 2009) que la Quimica Fisica (1 premio en 2007) y
que la Sintesis Orgénica (3 premios en 2001, 2005 y 2010).

2. NATURALEZA VERSUS LABORATORIO

Los nuevos materiales obtenidos por métodos fisicos pueden no
ser idénticos a los que se encuentran en la naturaleza, pero la Sinte-
sis Organica es capaz de producir estructuras idénticas a las natura-
les. Konstantin Novoselov, galardonado junto con Andre Geim con el
Premio Nobel de Fisica de este afio por el descubrimiento del grafe-
no ha dicho: “Se estd trabajando mucho para hacer grandes laminas de
grafeno sintético porque impulsard sus aplicaciones. Pero el sintético
no es tan bueno como el natural, aunque suficiente para muchos
usos... La verdad es que la naturaleza lo hace mejor que nosotros”. Los
quimicos organicos que trabajan en la sintesis de estructuras comple-
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jas utilizando estrategias clasicas o novedosas podrian decir: “Se ha
trabajado vy se estd trabajando mucho para sintetizar estas estructuras
a fin de impulsar sus aplicaciones. Los compuestos sintéticos son tan
buenos como los naturales, aunque la verdad es que la naturaleza lo
hace mejor que nosotros”.

Tabla 1. Premios Nobel de Quimica del siglo XXI

Afio | Cientificos premiados Tema
2001 | K. B. Sharpless, W. S. Knowles, “Catalizadores quirales en
vy R. Noyori reacciones de oxidacién y reduccion”

2002 | J. B. Fenn, K. Tanaka y K. Wiithrich | “La desorcion iénica y la RMN en
el anélisis espectrométrico de ma-
cromoléculas biolégicas”

2003 | P. Agre y R. MacKinnon “Canales de agua y mecanismos de
intercambio i6nico en las membra-
nas celulares”

2004 | A. Ciechanover, A. Hershko e I. Rose | “Descubrimiento de la degradacién|
proteinica causada por la ubiquitina’]

2005 | Y. Chauvin, R. H. Grubbs “Desarrollo del método de metatesis
y R. R. Schrock olefinica en la quimica orgénica”
2006 | R. D. Kornberg “Bases moleculares de la transcrip-
cién genética”
2007 | G. Ertl “Procesos quimicos sobre superfi-
cies solidas”
2008 | O. Shimomura, M. Chalfie y R. Y. “Descubrimiento y desarrollo de la
Tsien proteina verde fluorescente (GFP)”
2009 | V. Ramakrishnan, T. A. Steitz “Estructura y funcién de los
vy A. Yonath ribosomas”
2010 | R. Heck, E-i. Negishi; A. Suzuki “Reacciones quimicas catalizadas

por paladio”

3. PREMIO NOBEL DE QUIMICA 2010. REACCIONES DE
ACOPLAMIENTO CRUZADO CATALIZADAS POR PALADIO

Los tres galardonados son: Richard F. Heck (1931), Profesor Emé-
rito de la Universidad de Delaware, Ei-ichi Negishi (1935) que ha tra-
bajado 50 afios en EE.UU. y actualmente en la Universidad de Pur-
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due, y Akira Suzuki (1930) que es Profesor Emérito de la Universidad
de Hokkaido. El premio les ha sido otorgado “En base a su contribu-
cion al desarrollo de métodos sintéticos catalizados por complejos de pa-
ladio, que han permitido la preparacion de miles de compuestos orgd-
nicos de estructuras variadas, titiles en todas las dreas en las que influye
la Quimica: salud, alimentacion, agricultura, tecnologia, materiales,
energia, etc.”

Sorprende este afio la edad de los galardonados, que rondan los
80 afios, pero no que su trabajo se haya realizado en Japén y Estados
Unidos. Tampoco sorprende que se premie el uso de un metal de tran-
sicion como catalizador, ya que estos metales también protagoniza-
ron los premios Nobel del 2001 (reacciones asimétricas) y del 2005
(reacciones de metatesis).

Las reacciones de acoplamiento C-C catalizadas por Pd se encuen-
tran ente las mas prominentes en Sintesis Organica (1). Con cataliza-
dores de Pd pueden producirse los compuestos trabajando a menores
temperaturas y con menos disolventes, originando menos residuos, y
con menor coste. El Dr. Lars Thelander, Presidente del Comité del Pre-
mio Nobel de Quimica ha dicho: “Palladium has this magic property
that it can bind different carbons, make them come very close together
and then react under very mild conditions”. Estas reacciones fueron
concebidas originalmente por Heck (2, 3) y Mizoroki (4), seguidos por
Stille (5), Negishi (6), Sonogashira (7) y Suzuki (8), entre otros. Se-
gun el Dr. Thelander, hace tiempo que se queria dar un Nobel a la qui-
mica del Pd, pero habia un problema: como determinar cuales eran
los que méas lo merecian. Esta quimica se sigue investigando, espe-
cialmente para que las reacciones sean mas compatibles con el me-
dio ambiente y para ampliar sus aplicaciones (9). En la altima publi-
cacion citada, Negishi sanciona: “We may propose here that the ultimate
goal of organic synthesis would be to be able to synthesize any desired
and fundamentally synthesizable organic compound (a) in high yields,
(b) efficiently (in as few steps as possible, for example), (c) selectively
preferably all in 98-99% selectivity, (d) economically, and (e) safely, ab-
breviated hereafter as the y(es)* manner”.

Muchos farmacos, plésticos, y otros compuestos industriales estan
formados por atomos de carbono, pero conseguir unir un atomo de
carbono a otro no es tarea facil. Hace casi 100 anos, Grignard comen-
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z6 a facilitarla al acoplar un 4&tomo de magnesio a un carbono, ha-
ciendo a éste mas rico en electrones. Los Premios Nobel de Quimica
de este afio, junto con otros investigadores que no han conseguido
este galardén (Mizoroki y Stille por su prematuro fallecimiento), de-
bieron preguntarse: ¢ Por qué no inventar modos mds directos para for-
mar enlaces C-C?

4. APORTACIONES PREMIADAS

En 1968 el Dr. Heck, que trabajaba en la empresa “Hercules Inc.”
en Wilmington (Delaware), publicé reacciones quimicas nuevas utili-
zando sales de Pd como ingrediente clave para juntar atomos de car-
bono, demostrando que las sales de arilpaladio preparadas por trans-
metalaciéon de compuestos organomercuricos, eran reactivos de
utilidad en reacciones de sustitucién de grupos vinilo (2). Despues se
comprobé que los intermedios de 6rganopaladio podian generarse por
paladacion electrofila directa (10). En ambos casos, la sal de Pd(II) se
reducia a Pd(0) (Figura 1), y estas sales eran caras.

El quimico japonés Tsutomu Mizoroki consiguié una mejora im-
portante al descubrir que los haluros organicos eran precursores ade-
cuados de especies de 6rganopaladio, y que la sustitucién vinilica po-
dia realizarse con cantidades cataliticas de Pd y una base, en ausencia
de reoxidantes. Se trataba de una nueva reaccién catalizada por Pd(0),
que hoy conocemos como reaccion de Mizoroki-Heck (Figura 2,
ecuacion 1). En ella, una olefina es el nucleéfilo y los electroéfilos son
generalmente haluros o triflatos de arilo o de vinilo (los fosfatos su
usan con menos frecuencia). El Dr. Heck, trasladado a la Universidad
de Delaware, mejoro el trabajo de Mizoroki, aumentando el valor prac-
tico de las reacciones (11).

ArHgX + PdX, + =\ H + HgX, + HX + Pd(0)
AH + PdX, + = — H + 2HX + Pd(0)

Figura 1. Primeras reacciones de Heck.
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En 1977, el Dr. Negishi utilizé6 compuestos de Zn para facilitar la
mezcla de atomos de carbono sobre el Pd y, dos afios mas tarde, el
Dr. Suzuki encontré que los compuestos de boro funcionaban mejor.
Segun se ha dicho, en la reaccién de Negishi el nucleéfilo es un com-
puesto organozincico (Figura 2, ecuacién 2), aunque este autor ha de-
sarrollado también diversas reacciones en las que los nucleéfilos son
compuestos de organozirconio u organoaluminio. Los acoplamientos
C-C originados en la reaccion de Suzuki (1979), conocida también
como reaccién de Suzuki-Miyaura (Figura 2, ecuacién 3), emplean
compuestos organoboranos como nucleéfilos y se han utilizado prin-
cipalmente en la sintesis de biarilos. Hay que sefialar que en los aco-
plamientos catalizados por Pd se pueden utilizar, ademéas de organo-
zincicos y organoboranos, otros organometalicos que contengan Al,
Zr, Sn, Li, Mg, In, Si, Cu, y Mn.

En la Figura 3 se han representado algunos de los varios acopla-
mientos catalizados por Pd que se han desarrollado como alternativas
a las reacciones anteriormente mencionadas. Su principal diferencia
reside en la naturaleza del nucleéfilo utilizado. La reaccién de Stille
(1977) utiliza como nucleofilos organoestannanos (Figura 3, ecuacién
1), mientras que la de Sonogashira (1975) utiliza alquinos terminales.
Esta ultima es una reacciéon de Heck mejorada por la presencia de sa-
les de Cu(I), y compite con la reacciéon de Negishi (Figura 3, ecuacion
2). Menos populares son la reaccion de Tsuji-Trost (1981) que permi-
te sustituciones nucleofilas con retenciéon de la configuracion (Figura
3, ecuacioén 3), y la de Buchwald-Hartwig (1995), que permite sustitu-
ciones nucledéfilas con haluros de arilo (Figura 3, ecuacion 4).

H RS R4 RS
Y= + R4—X cat. Pd(O)Ly, d=( Ecuacion 1

R1 R2 base Ri R2
R'—ZnR® + R2—X % R1—R2 Ecuacion 2

_PdO) | a1 a2
aditivo Ar Ar Ecuacién 3

L Ar'y Ar? = arilo o heteroarilo Biarilo

Ar'—B(OH), + Ar2—X

Figura 2. Reacciones originales de Heck, Negishi y Suzuki.
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Nucledfilo Electréfilo
cat. Pd(0)L,, 1__R2 Ecuacion 1
R'—R
R'—SnR® + R*—X > (reaccion de Stille)
— R2—X cat. Pd(O)L, Rl——R2 Ecuacion 2
Ri——H * cat. CuX, base (reaccién de Sonogashira)
Ecuacion 3
NuH + X cat PdO)Ly A Nu (reaccion deTsuiji-Trost)
base
R? »
R2 cat. Pd(O)L,, N Ecuacion 4
\NH + Rl—x ———— R —N\ (reaccién de Buchwald-
Rs/ base R3 Hartwig)

Figura 3. Ejemplos de otras reacciones de acoplamiento C-C catalizadas por Pd.

En general, se consideran mas dificiles los acoplamientos catali-
zados por Pd con electréfilos de tipo alilo, bencilo y/o propargilo, asi
como con electréfilos que carecen de enlaces © proximos a dicho aco-
plamiento.

5. REACCIONES OBGANICAS l?IFfCILES O “IMPOSIBLES”
UTILIZANDO METODOS CLASICOS

Aunque los métodos clasicos de Sintesis Orgénica siguen tenien-
do plena vigencia, existen reacciones dificiles o “imposibles” que re-
quieren la utilizacién de métodos novedosos. En general, para que el
choque de dos moléculas A y B sea productivo, hay que superar la
energia de activacién de la reaccién deseada. Si no hay complemen-
tariedad electrénica, las fuerzas de repulsion son las predominantes
debido a la presencia de los electrones que ocupan orbitales llenos
enlazantes y no enlazantes. Dicha complementariedad puede derivar-
se de que A y B posean dipolos opuestos con la consiguiente atrac-
cién electrostética, pero con mayor frecuencia se produce cuando A
posee un orbital lleno (nucleéfilo) y B otro vacante de baja energia
(electroéfilo). El nucleéfilo A puede estar cargado negativamente o po-
seer un par de electrones no compartidos en un orbital de alta ener-
gia (Figura 4).
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Repulsion debida a los electrones que ocupan
orbitales llenos enlazantes y no enlazantes

! ®
\\4 —_— —»

Colisiéon No hay reaccion

Si se supera la
energia de activacion

IJONO,

Diversas reacciones

Figura 4. Colisiones intermoleculares improductivas y productivas.

Para la formacion de enlaces C-C, la sintesis organica cléasica uti-
liza como nucleéfilos compuestos que poseen un dtomo de carbono
con una gran densidad de carga negativa. Los mas frecuentes son or-
ganometalicos que contienen un metal enlazado con un atomo de car-
bono, como los reactivos litiados (RLi 6 ArLi) o los ya mencionados
magnesianos de Grignad (RMgX 6 ArMgX). Por otra parte, aunque
son muy pocas las especies que poseen orbitales enlazantes vacantes,
existen muchos electréfilos de carbono, entre los que se encuentran
moléculas con orbitales antienlazantes de baja energia. En la Figura
5 se representan dos tipos de reaccién muy frecuentes en sintesis: la
adicién de nucleéfilos a aldehidos o cetonas y la sustituciéon nucle6-

Electrofilo Orbital ;t+ vacante

Ny 0 9 N2
C=0 —» Numc_o — NU—/C—O

/ / Q

(Adicion nucleofila)
Csp®

N Sp2
WS S Sw
l o Nu—R
X@ R@ Nu (Sustitucion nucleofila)
Sn1

Figura 5. Ejemplos de reacciones de adicién y de sustitucién entre un nucleé-
filo y un electréfilo.
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fila en sus variedades: S 1 y S,2. El grupo carbonilo posee un orbital
7+ (antienlazante) de baja energia que esta vacante, por lo que puede
adicionar nucleéfilos. En los haluros o triflatos de alquilo el enlace
esta polarizado y, ademas, los aniones haluro o triflato son buenos
grupos salientes por ser muy estables. Tanto en la adicién a grupos
CO como en la sustitucién nucleéfila, se forma un enlace C-C cuan-
do el nucleéfilo (Nu) es un compuesto organolitico o un reactivo de
Grignard.

Sin embargo, algunas reacciones como por ejemplo la sustitucion
nucledfila con haluros o triflatos de arilo, heteroarilo o vinilo, son “im-
posibles” o tienen muchas limitaciones. La reaccién Si2 es “imposible”
porque el nucledfilo tiene que atacar desde dentro del benceno, que es
donde se localiza el 16bulo mayor del orbital antienlazante s*, mientras
que la reaccion S 1, dada la inestabilidad del catién intermedio, sélo
es posible cuando se realiza con sales de arildiazonio en las que el gru-
po saliente es nitrégeno molecular altamente estable (Figura 6).

2
Csp! ﬂ

/\‘A?_(‘ 60
=
o > Nu—Ar
CENCELININ
Ar
SN

®
- + Seus

El orbital p esté lleno

Figura 6. Ejemplos de reacciones “imposibles” o dificiles.

6. METALES DE TRANSICION. EL PALADIO COMO
CATALIZADOR

Los reactivos y complejos que contienen metales de transicién han
ampliado muchisimo el horizonte de la Sintesis Organica al permitir
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acoplamientos C-C cuya formacién estaba muy limitada en la quimi-
ca clasica. Muchas industrias los utilizan de forma rutinaria, siendo
el Pd el metal de transicién mas empleado. Los complejos de Pd ca-
talizan una gran variedad de reacciones con menos limitaciones que
otros métodos (versatilidad), toleran la presencia de muchos grupos
funcionales sin necesidad de protegerlos y desprotegerlos (tolerancia),
las reacciones suelen producirse con gran regio- y quimio-selectividad
(selectividad), y en presencia de ligandos quirales pueden generarse
uno o mas centros asimétricos (enantioselectividad). Dado que su ma-
yor inconveniente es el precio, ha sido necesario desarrollar cataliza-
dores o precatalizadores que posean una actividad catalitica elevada,
proxima a la de las reacciones enzimaticas. Esta actividad se cuanti-
fica por el “turnover number” (TON), que se define como el namero
de moles de sustrato que convierte un mol de catalizador antes de que
éste se inactive. Aunque un catalizador de Pd puede costar alrededor
de 1000 $/mol, si el valor TON de una reaccién es 103-104 el coste
real seria de 1-10 $/mol. Sus estados de oxidaciéon mas utiles son Pd(0)
y PA(IT), y puede utilizarse en ausencia o en presencia de otros meta-
les. Dadas las ventajas del Pd, la sintesis de la mayoria de las molé-
culas organicas complejas implica en la actualidad su presencia en
uno o mas pasos.

La Figura 7 representa el sistema periédico de los elementos y ve-
mos que el Pd posee 10 electrones de valencia, por lo que necesita co-
ordinarse con ligandos que le cedan 8 electrones, ya que éste es el na-
mero de electrones que le faltan para adquirir la configuracién de los
gases nobles (estos elementos tienen 18 electrones que estan situados
en los orbitales 1s, 5d, y 3p).

En la Figura 8 se ha representado uno de los complejos de Pd(0)
con 18 electrones mas frecuentemente empleados: tetraquis(trifenil-
fosfina)Pd(0). Junto a él se muestra un complejo de Pd(II): dicloruro
de bis(acetonitrilo)Pd(II). Este es un ejemplo de complejo “estable”
que posee 16e, ya que las dos moléculas de acetonitrilo le ceden 4 (los
2 pares de electrones no compartidos situados en los atomos de ni-
trégeno), pero en los otros dos ligandos un electrén de cada uno esta
compartido con otro del Pd. Este complejo, que se obtienen por adi-
cion de acetonitrilo al PdCl,, es soluble y posee una geometria plana
con un orbital vacante perpendicular a dicho plano, al que pueden en-
lazarse otros ligandos.
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Figura 7. Tabla periédica de los elementos.
Ligandos que donan 2 electrones al Pd
—C=N
Ph3P\ /PPh3 Me—C AN /CI V\ Ligandos que
Pd Pd comparten electrones
~
Phsp” PPh, Me—c=N" o & con el Pd
Complejo estable de Pd(0) Complejo "estable" de Pd(ll)
10e + (4 x 2e) = 18e 8e + 8e = 16e

Tetraquis(trifenilfosfina) Pd(0) Dicloruro de bis(acetonitrilo) Pd(ll)

Figura 8. Algunos complejos de Pd(0) y de Pd(II).

También se utilizan complejos ®n, como bis(dibencilidenace-
tona)Pd(0) o tris(dibencilidenacetona)dipaladio (0), en los que el Pd
recibe dos electrons n de cada doble enlace (Figura 9).

Los ligandos quirales (L*) se utilizan para formar un enantiéme-
ro de una molécula quiral de forma preferente. Con ellos es posible
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seleccionar una de las dos caras enantiotépicas de un alqueno, resul-
tando versiones asimétricas de la reaccién de Heck. En la Figura 10
se representan algunos ejemplos de ligandos bidentados quirales PP
y BN.

Tris(dibencilidenacetona)
dipaladio(0)

Bis(dibencilidenacetona)Pd(0)

o
Pd(dbay),

Figura 9. Algunos complejos © de Pd(0).

Ejemplos de ligandos P,P quirales Ejemplos de ligandos P,N quirales

‘ PPh, E PPh, o NHSO,Me
l PPh, l PPh, w/VPth

(R)-BINAP (S)-BINAP Ejemplo de I|gando (S)-Ms-Valphos
fosfina-oxazolina

Figura 10. Algunos ligandos quirales bidentados.

7. MECANISMOS PROPUESTOS

En los primeros afios, los acoplamientos C-C catalizados por Pd
resultaron bastante “misteriosos”, aunque poco a poco se ha ido im-
poniendo la racionalizacién. Comentaremos exclusivamente los que
tienen mayor aceptacion.
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7.1. Mecanismo de la reaccion de Heck y sus consecuencias

Se acepta que los complejos estables de Pd(0) se activan por la pér-
dida sucesiva de dos ligandos para dar el complejo de 14 electrones
L,Pd(0), al que se adiciona un electréfilo (R'X) para dar un complejo
de Pd(II) con 16 electrones (Figura 11). Este paso se denomina adicion
oxidante. Este complejo posee un lugar disponible para la coordina-
cién que podria ser ocupado por una olefina (12), pero lo mas proba-
ble es que la insercién de alqueno vaya precedida de la pérdida de un
ligando para formar primero un complejo © que evoluciona a través
de un estado de transicién de 4 centros denominado sin-carbopalada-
cion. En este proceso regio- y diatereoselectivo, la olefina se inserta en
el enlace 6 R'-Pd, situandose la cadena R'y el Pd en una configura-
cion sin. La regioquimica esta gobernada principalmente por motivos
estéricos de forma que R' se enlaza al carbono menos impedido de la
olefina. Aunque son posibles reacciones con alquenos tetrasustituidos
(13) generalmente se utilizan etilenos mono y 1,1-disustituidos. A con-
tinuacién ha de producirse la rotacién del enlace C-C, que primitiva-
mente era un doble enlace, a fin de situar uno de los 4tomos de hidré-
geno que se encuentran en posicion B respecto al atomo de Pd en una
conformacién eclipsada con éste (sin). Esta geometria permite la eli-
minacién de dicho atomo como hidruro, la ruptura del enlace C-Pd
con la formacién de un complejo L,HXPd(II), y la salida de la nueva
olefina R%-C=C-R'. A este paso se le denomina sin-deshidropaladacion.
Solo falta que la base presente en la reaccion elimine HX del comple-
jo LLHXPA(II) para regenerar el comlejo reactivo L,Pd(0). Una limita-
cién inherente al proceso es la inestabilidad del complejo L,Pd(IT)XR'
si R! posee un atomo de hidrégeno en la posicién B.

Las especies cataliticas activas de Pd(0) pueden formarse también
in situ a través de la reduccion en el medio de reacciéon de una especie
de Pd(II) efectuada por ligandos de fosfina o por una trialquilamina.
Las bases implicadas en la regeneracion del catalizador tras la B-elimi-
nacion pueden ser organicas (trialquilaminas) o inorgénicas (NaHCO;,
NaOAc, K,CO,, KOAc, etc.), los disolventes suelen ser organicos aun-
que a veces pueden mezclarse con agua e incluso utilizar sélo agua, y
en algunos casos se utilizan sales de amonio cuaternario como aditivos
(14). El esquema completo suele visualizarse de un modo algo mas sim-
ple en forma de ciclo catalitico, como se muestra en la Figura 12.
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||_ L L
L—P|d—L =l + L—P|d L+ F’|d -
L L L
. Complejo reactivo
Complejo estable de Pd(0) de Pd(0), 14e
18e, no reactivo
Adicion oxidante | R'™-X
) B R = vinilo
) sm-CarbopaIadacm;r: o arilo
H R ﬂ S~ U l Enlaceo
IL |‘ P|d X R2 L X muy reactivo
| N jooRd— -~ (especialmente
R2 Pd—X L sz | ( con alquenos)
1 oot :
Complejo o Complejo = Intercambio  Complejo de Pd(ll)
de Pd(ll) de Pd(ll) de ligandos Muy reactivo
Rotacion X
1
l R | Base
sin-Deshidropaladacion — = ||+ L= Pd—L L—Pd—L —
(el Pd se expele por una R2 Hx Complejo reactivo
eliminacion p de hidruro) H de Pd(0)
trans-alqueno Pd(l1)

Figura 11. Mecanismo propuesto para la reaccion de Heck entre un alqueno
(R2-C=CH2) y un electréfilo (R1-X).

Cuando se utiliza el grupo triflato como grupo saliente (X = -OTY),
se entiende que la insercién del alqueno ocurre tras la disociacion del
triflato en el complejo formado tras la insercién oxidante originando un
complejo catiénico. Esta circunstancia tiene gran importancia en la re-
gioselectividad del proceso (12). Ya se ha dicho que la sin-carbopalada-
cion suele estar gobernada por factores estéricos. Sin embargo, con al-
quenos polarizados la insercién del alqueno suele hacerse de forma que
el Pd se enlaza al carbono de mayor densidad de carga y R' lo hace con
el carbono mas pobre en electrones. Por ello, la regioselectividad del ata-
que a olefinas deficientes en electrones, que son las maés eficaces y dan
mayor regioslectividad (15), suele ser opuesto a la de olefinas ricas en
electrones (para mayor informacion, ver la referencia 12). Los tres ejem-
plos representados en la Figura 13 corresponden a reacciones de Heck
entre haluros de arilo y dobles enlaces con sustituyentes atractores (ecua-
ciones 1y 2) o donadores de electrones (ecuacién 3). En el dltimo caso,
debido a que el atomo de oxigeno es donador de electrones, el grupo fe-
nilo del electréfilo se adiciona a la posicién C-2 del sustrato en la sin-
carbopaladacién. En este intermedio, la rotacion del enlace C(2)-C(3) no
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Pd(0) 6 Pd(ll)
[Activacion |
{Eliminacién} HX Pd(0) R'X  (R'"=alqueno, areno..)
reductora (PdLy) X = Hal, OTf,....
Base)/‘ /\R R! R’

| | Adicion
Pd L==L- Pd L {oxidante}

b L Pd(Il) X

L_.':d-
) L
V\«& X- Pd Al P

2
L R

R
ﬁ(f'} HH R‘ )

H -
L-Pd-L L
)|( \,R 5 Rl «— X-— Pdv|
L-Pld—L
Rotacion y . .
Fin-deshidropaladacién X | sin-Carbopaladacion ]

Figura 12. Ciclo catalitico propuesto para la reacciéon de Heck entre un alqueno
(R2-C=CH2) y un electroéfilo (R1-X).

esta permitida por tratarse de un ciclo, por lo que no puede darse la sin-
deshidropaladacion con salida del atomo de hidrégeno en C-2, resultan-
do obligada la salida del atomo de hidrégeno en C-4.

En una reaccién analoga a la anteriormente comentada realizada
con el mismo sustrato y triflato de 1-ciclohexenilo (Figura 14) se ob-
serva la misma regioselectividad, pero la presencia del catalizador qui-
ral 1 derivado del acido cetopinico, permite obtener el enantiémero
R con un exceso enantiomérico del 94%, lo que significa que sélo se
obtiene un 3% del enantiémero S (16). Las reacciones de Heck asi-
métricas suelen dar excesos enantioméricos (ee) superiores al 80%, y
en algunos casos por encima del 99%.

Ciertos alquenos biciclicos no pueden dar acoplamientos de Heck
debido a que la sin-deshidrohalogenacion final no es posible por razo-
nes geométricas. En estos casos, tras la sin-carbopaladacion pueden
realizarse otras reacciones como por ejemplo la reduccién. En la Fi-
gura 15 se esquematiza una reaccién de hidroarilacién utilizada en la
sintesis enantioselectiva del analgésico natural (R)-epibatidina.
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Br Pd(OAc),, 5 mol% ™
/YOE'[ (0-Tol)zP, 20 mol%
EtsN, DMF

87%

CO,Et

1% Pd(OAC),

/ 2% PAI’g
S _N

Hidrégeno sin

l

H PdL,OTf
Rotacion no
permitida

i TO Pd( 0)
Base

Figura 13. Regioselectividad de las reacciones de Heck.

Aducto sin

OTf 1, Pdy(dba)s 0
Q- e
o ('Pr),NEt, PPhy
benceno, 70 °C ce = 94% A
Pr® H
1

Ligando P,N quiral

Figura 14. Ejemplo de un acoplamiento de Heck enantioselectivo.

cone

\(j\ (R)-BINAP, Pd(0)
—_—
piperidina, HCO,H

7-Azabiciclo[2.2.1]hepteno-2

N-protegido
No pueden adoptar
la configuracion sin
¢O:Me con el Pd
Donador G H _~_Cl
de H | |
> N RASN
- /
—_— ~
H H
49% (ee = 81%) Epibatidina

Diastereoselectividad exo completa

Figura 15. Sintesis enantioselectiva de (R)-epibatidina.
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7.2. Acoplamientos de Negishi

En el periodo 1977-1978 Negishi y colaboradores publicaron diversas
reacciones de alquinilacion entre alquinilzincs y 1-haloalquinos cataliza-
das por Pd. Existen muchas variantes en las que se emplean diferentes
reactivos organozincicos y diversos electréfilos (17). Aquéllos suelen ob-
tenerse a partir de compuestos organoliticos por transmetalacién con
ZnCl,. Los derivados alquinillitio son insatisfactorios para el acoplamien-
to porque son tan nucleéfilos que envenenan los catalizadores de Pd al
desplazar a los ligandos de fosfina (18). En la Figura 16 se sefialan las di-
ferencias entre los acoplamientos con alquinos de Heck, Sonogashira y
Negishi y se resume uno de los mecanismos més aceptados para racio-
nalizar este tltimo. En el proceso de carbopaladacion el alquino o el al-
quinilmetal (M = ZnCl en los acoplamientos de Negishi) se adiciona oxi-
dativamente al complejo reactivo Pd(0)L, originando el complejo
RPA(I)L,X, al que se adiciona el alquino. La posterior eliminacion reduic-
tora da lugar al alquino sustituido y regenera el catalizador reactivo.

Electrofilo Pd(0)L, + MX

>
/_; R'——R
R—P'dgl’I)LQX Eliminacion
h Adicion reductora
Reaccién de Heck oxiaante
(critica)

M = H, cat. Cu(l)

Reaccionde |¢z |[R'—=—M
S hi
onogashira v/ M=metal 6 H R~ M
M = ZnCI >:<
Y
Reﬁcci_éﬂ_de X—~—LoPd(ll) R
egishi
Carbopaladacion

Figura 16. Mecanismo propuesto para el acoplamiento de Negishi entre un
alquinilzinc y un electroéfilo.

7.3. Acoplamientos de Suzuki
Estas reacciones son muy atractivas porque su desarrollo es sen-
cillo y por la estabilidad de los precursores, generalmente acidos bo-

rénicos o boronatos. Los otros componentes son un haluro o triflato
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de arilo, un catalizador de Pd(0), y una base como NaOEt, NaOH,
K,CO,, o KF (Figura 17). Las diferentes variantes de los acoplamien-
tos de Suzuki han permitido una enorme cantidad de aplicaciones ya
que los electréfilos no estan restringidos a derivados de arilo, pudien-
do utilizarse derivados de alquilos, alquenilos y alquinilos. Por ello,
ademas de la sintesis de biarilos esta reacciéon permite la construc-
cién de dienos conjugados con gran pureza diastereoisomérica.

2 eq. K,CO3 ac.

3 mol% Pd(PPh), —\R

BOH, + B—¢ S T 7
g( )2 —R benceno, A \

Figura 17. Sintesis de biarilos por acoplamiento de Suzuki.

XN

Los organoboranos de partida son facilmente accesibles por hidro-
boracién de alquenos y alquinos o por la borilacién de haluros de arilo
(19), la esteroquimica de los grupos alquenilo situados en el reactivo de
organoborano y en el electréfilo se retiene en los productos, tolera la
presencia de diversos grupos funcionales, las reacciones son muy versa-
tiles, y se producen con altos “turnovers” (20). Uno de los mecanismos
aceptados para los acoplamientos de Suzuki se resume en la Figura 18.

Pd(0) 6 Pd(ll)
[Activacién|
Eliminacion Pd(0 i Adicion
{ reductora (Pd(L )) {oxidante]
2 X =Hal, TfO
Arl ?r‘
A-b—L X-Pd-L
! L
, NaOH
Intercambio /i\r
de ligandos OH HO—ITd—L NaX
| - L
HO—B—OH
| (|3H /OH
H —
© ARP—B—OH =—— |ArR—B_
i NaOH OH
OH (KF)

[ Activacion del reactivo
de Boro como nucledfilo ]

Figura 18. Mecanismo propuesto para la reacciéon de Suzuki entre un electré-
filo aromatico y un acido arilborénico.
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Este se inicia con la adicién oxidante de un electréfilo aromatico
XAr' (X = haluro o triflato generalmente) al complejo activado L,Pd(0)
para dar el complejo L,Pd(I)XAr'. El ligando X se intercambia por
OH por reaccién con la base originando el complejo L,Pd(IT)(OH)Ar!
y, a su vez, ésta reactiva al acido arilborénico como nucleéfilo ya que
el boro posee un orbital d vacio y puede adicionar electrones. Un se-
gundo intercambio de ligandos con salida del grupo OH genera el
complejo L,Pd(I1)Ar*Ar!, que colapsa por una eliminacién reductora
para dar el biarilo Ar*-Ar'y regenerar el catalizador.

8. APLICACIONES DE LAS REACCIONES DE HECK.
ALGUNOS EJEMPLOS

La reaccién de Heck se ha convertido en una de las herramientas
sintéticas mas potentes para construir esqueletos moleculares com-
plejos a partir de precursores sencillos. Es frecuente utilizarla en uno
o varios de los pasos clave en la sintesis de productos naturales, es-
pecialmente en reacciones intramoleculares en las que esta favoreci-
da la formacion de anillos de 5 eslabones y en su mayoria proceden
de modo exo-trig ya que el modo endo-trig requiere una cadena flexi-
ble que permita la conformacién adecuada (21).

La Academia ha destacado la sintesis de discodermolida (Figura
19), un poliquétido con un mecanismo de acciéon semejante al de las
epotilonas o el paclitaxel, que se aislé en 1990 de la esponja marina
Discodermia dissoluta con un 0,002% de rendimiento. Debido a su pro-

= CH3; CH3 CHz CHj

(+)-Discodermolida
HO,

Figura 19. Estructura de (+)-discodermolida.
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metedor futuro como farmaco anticanceroso, ha mostrado valores
IC,, = 3-80 nM, su estudio clinico requiri6 su sintesis total que ha sido
posible gracias al empleo de la quimica del Pd (22).

En Biologia se ha utilizado la reacciéon de Heck en la sintesis de
sondas no radioactivas (Nonisotopic labeling) (23) para acoplar colo-
rantes fluorescentes a oligonucle6tidos que poseen una secuencia
complementaria a una region especifica del polinucle6tido (ADN o
ARN) (24). Los conjugados aminoalil-dUTP pueden incorporarse al
ADN utilizando técnicas enzimaéticas convencionales (Figura 20).

(6] Q H
N H\N \ LLL.{:/\NJK/\/\/N (0]
| H  Espaciador
O0” °N )
o Acoplcz:z_rglento COM
LI
HO (0] (6]
Nucleétido Fluoresceina

Figura 20. Aplicacién de la reaccion de Heck para la fabricaciéon de sondas
de ADN.

En la sintesis total de ecteinascidina-743 desarrollada por Fukuya-
ma (25), el paso clave es el acoplamiento entre dos anillos a través de
una reaccién de Heck intramolecular entre un yoduro de arilo (anillo
E) y una olefina (anillo C) (Figura 21).

OMe
Pd,(dba)s

a1 P(otol) N—|-Boc —>
—>

Figura 21. Utilizacién de una reacciéon de Heck intramolecular como paso clave
en la sintesis total de ET-743.

Ectemasmdlna 743
(Yondelis®)
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Son especialmente relevantes los procesos en cadena como el que
se esquematiza en la Figura 22 para una sintesis total de (-)-morfina
(26). Esta se inicia con una insercién de Heck intramolecular, que for-
ma un intermedio de m-alilpaladio al que se adiciona el hidroxilo fe-
nélico libre (nucléfilo). Los dos ciclos asi formados completan el es-
queleto de los alcaloides opiaceos, desde el que se llega a (-)-morfina
a través de algunas modificaciones.

OMe
MeOQC
OH
Pd(OCOCF3)4(PPhg), J
(20 mol%), base /"~ PdL,

| —————— | MeO,C—N ]
OH H /

Acoplamiento de Heck/ciclacion =—)
(inducida por el complejo w-alilpaladio)

OMe

MeO,C—N

(-)-Morfina

Figura 22. Procesos en cadena aplicados a la sintesis de (-)-morfina.

En una sintesis concisa del alcaloide del género Strychnos (+)-des-
hidrotubifolina, la adicién oxidante del sistema tetraciclico indicado
en la Figura 23 seguida de una insercion de Heck con la subsequen-
te deshidropaladacion, origina un compuesto tetraciclico que se en-
cuentra en equilibrio tautomérico siendo la (+)-deshidrotubifolina el
tautémero mayoritario (27).

Una serie de acoplamientos en cascada que permiten la formacion
de 3 ciclos se muestra en la Figura 24. El derivado monociclico de
partida experimenta una ciclacion suprafacial paladio-eno, el anién
acetato es aqui el grupo saliente, para dar un intermedio de sin-car-
bopaladacién con formacion del anillo A. La subsequente insercion en
el doble enlace de la otra cadena forma el anillo C. Debido a la geo-
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N Me NN e N

|
O ‘ Pd(OAC), (5 mol%) PdL,|
_— X
w® .
N
H

N
H oA KoCOg_ n-BugNCI i) B H Me
: PdL,|
sin-Carbopaladacion
sin-Deshidropaladacion @L
N N
P E—
T A = CLIOA
N N

Me
(z)-Deshidrotubifolina

Figura 23. Sintesis de (z)-deshidrotubifolina.

metria de este segundo intermedio el Pd se dispone muy préximo al
sustituyente vinilo por lo que, en vez de eliminarse el hidrégeno en la
posicién B respecto al paladio, éste experimenta una segunda inser-
cion de Heck intramolecular, culminando el proceso con la formacién
de un compuesto tetraciclico por sin-deshidropaladacion (28).

Pd(dba),
(0,1 mol equiv.)

—_——
Trifurilfosfina
(0,4 mol equiv.)

OAc

Ciclacion suprafacial |MeO,C
Paladio-eno

Deshidropaladacion

Figura 24. Proceso en cascada con formacién de tres anillos.
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Negishi realiz6 una elegante sintesis del esqueleto de los esteroi-
des en una uinica operacion a través de reacciones de Heck “dominé”
(29). La adicion oxidante del enlace C-I al complejo de Pd(0) inicia
una cascada de carbopaladaciones en las que se forman 4 enlaces C-

C y 4 ciclos (Figura 25).

Me

Pd(PPhg)s (3 mol%)  Et0,G

EtsN (2 equiv.) EtO,C

Figura 25. Cascada de carbopaladaciones con formacién de 4 enlaces C-C.

9. APLICACIONES DE LA REACCION DE NEGISHI.
EJEMPLOS

La Figura 26 muestra una serie de reacciones en cascada en la que
se obtiene en primer lugar un dienino por un doble acoplamiento de
Negishi. El derivado organozincico del enino asi producido se obtiene
por transmetalacién del derivado organolitico con ZnCl,. Finalmente,
éste sufre un tercer acoplamiento con yodobenceno para dar el eno-
diino correspondiente (30).

La Figura 27 muestra un doble acoplamiento de Negishi utilizado
para la sintesis de otro tipo de enodiinos (31). Algunos de los antibié-

1. BrZn———H

2% Pd(PPhg)s
2. n-BulLi, ZnCl,
3. |/\/Br

2% Pd(PPh e W
. _//—Br (PPhg), r \ B —>

_ =

ZnCly
Dienino
~
=——=——7nCl cat. Pd(PPh =
. _//7 ( 3)4 /
Enodiino

Figura 26. Reacciones de Negishi en cascada. Sintesis de enodiinos.
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ticos antitumorales mas activos, aunque con muchas limitaciones por
su toxicidad, son compuestos aislados de diferentes microorganismos
que tienen esta porcion estructural. Entre ellos se encuentran neocar-
cinostatina, esperamicina A,, dinemicina A, calicheamicina vy,, o un-
cialamicina, cuya actividad se atribuye a la capacidad del fragmento
(Z)-3-eno-1,5-diino para producir un diradical en la posicién para de
un benceno a través de una cicloaromatizacién, que origina la ruptu-
ra del ADN (32). Esta propiedad se explota en microelectrénica para
fabricar polimeros a partir de enodiinos estables en la oscuridad pero
que se activan por la luz.

En la Tabla 2 se muestran otros de los muchos productos natura-
les que se han sintetizado utilizando acoplamientos de Negishi, entre
ellos la epotilona B, que se aprob6 como farmaco huérfano en el can-
cer de ovario.

La sintesis del coenzima Q,,, a través de una serie de acoplamien-
tos de Negishi en cascada (33), se muestra en la Figura 28.

Br

S~ 4+ Czn—=—R £k =g B = §
Br
cat. Pd(PPhg),4
R——
“:R
Enodiino

OH O OH

Dinemicina A
Antibético antitumoral

— Activacion ) 1) Citotoxicidad
—_— C:I
>n n 2) Fabricacion de materiales
— . en microelectronica
Diradical

Figura 27. Reacciones de Negishi que conducen a enodiinos. Propiedades.
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Tabla 2. Algunos productos sintetizados utilizando reacciones de Negishi.
Aiio Producto natural Autor principal
1980 Dendrolasina Negishi, E.

1987 (+)-Agelina A Tokoroyama, T.
1989 (-)-Discodermolida Smith, A. B.
1995 (+)-Anfidinolida J Williams, D. R.
1998 Brevetoxina A Nicolaou, K. C.
1999 (-)-Epotilona B Schinzer, D.
2002 Coenzimas Q, y Q, Negishi, E.
2004 Delactomicina Panek, J. S.
2005 Sifonarienona Negishi, E.
TMSé\I Acoplamiento alquenilo
1. BuLi homopropargilo/homoalilo
2. ZnBr, ﬂ 1. BuLi
_ 2. ZnBr.
- MS—=—""znBr TMswl 2
Cl,Pd(dppf)
IJ\AI W
TMS;\NZnBr CLPd(dpp)  vs—= 7 7 |
90%, E,E = 98%
1. BuLi /\)\/\)\A 'J\AI
2208 = Z 4 Zngy 22290000

Figura 28.
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Cl,Pd(dppf)

2.ZnBry

TMSMI

— F =
TMSM

3
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10. ALGUNAS APLICACIONES DE LA REACCION DE SUZUKI

Muchos compuestos que tienen en su estructura un grupo biarilo
se sintetizan a través de reacciones de Suzuki, por ejemplo los anti-
hipertensivos del grupo de los sartanes, antagonistas no peptidicos del
receptor de angiotensina II (34) (Figura 29).

Otros ejemplos corresponden a insecticidas como el nicobifeno, o a
los antibiéticos peptidicos diazonamida A y bifenomicina B (Figura 30).
La diazonamida A, aislada de una ascidia marina, inhibe lineas celula-
res de varios carcinomas por inhibir la formaciéon de microtibulos.

Cl
Me O N
N, NLOH
o K@;"
Qﬁi Telmisartan Valsartdn N Losartan N
CO,H (Micardis®) (Diovan®) N NH (Cozar®) N\\

-NH

N~ N

Figura 29. Estructura de algunos sartanes.

~
Cl N Hd
Nicobifeno . )
Boscalid® Bifenomicina B Diazonamida A

Figura 30. Otros compuestos sintetizados por reacciones de Suzuki.

El acoplamiento biarilico que suele emplearse en la sintesis de lo-
sartan por ejemplo, implica la reaccién del acido 1-tritil-1,2,3,4-tetra-
zol-5-il-fenil borénico con un bromobenceno sustituido en la posicién
para (35) (Figura 31).
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Cl
N
\M LOH o .
N i

HO’B:© N :
| — +
K@f N{\l\ Br

Losartan  Nx Ph
(Cozar®) N, Ph
*N,NH

Figura 31. Retrosintesis de Losartan.

Un acoplamiento de Suzuki-Miyaura y una macrolactamizacién
con alto rendimiento que forma el macrociclo tensionado de 14 esla-
bones, son dos pasos clave en la sintesis del dipéptido ciclico bifeno-
micina B (36). En la Figura 32 se esquematizan los pasos clave de dos
sintesis de (-)-diazonamida A, una de ellas utiliza el acoplamiento de
Suzuki en una etapa muy avanzada (37), mientras que en la otra se
realiza en uno de los primeros pasos (38).

Otros ejemplos interesantes en la utilizacién del acoplamiento de
Suzuki se encuentran en la sintesis de tres antibiéticos lipopeptidicos
aislados de Streptomyces: arilomicinas A, y B, (39) y complestatina (40)
(Figura 33). Las dos primeras inhiben la SPasa I bacteriana, una pro-
teasa de serina esencial para todas las bacterias, por lo que podrian

a o
_N
g%é Pd(dppf)Cl, P
O OTBDFS —
() +£ 1
Bro. o o™N
Ogn =N B~ _

Bn

b (-)-Diazonamida A
N

MOM Me\{/N J

Me\(/N ©
b) /
R (0]
MeO,C _QB(OH)2+ _ — > MeO,C Q
o) N—Boc \
o TfO ©
(0]

Figura 32. Acoplamientos de Suzuki. Precursors de (-)-diazonamida.

/

N—-Boc
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Arilomicina A(2), R=H
R=N

Arilomicina B(2 O,

CO.H

Me OMe
8
(o}

Complestatina

H
HO.C._N

: | : :
~ (0]
© Cl Cl Cl
OH

Figura 33. Acoplamientos de Suzuki en arilomicinas y complestatina.

I=

ser candidatas para el desarrollo de nuevos antibiéticos. La comples-
tatima es un péptido antagonista no competitivo de NMDA, AMPA y
acido kainico que, al bloquear la entrada de Ca**, protege a las neuro-
nas corticales de la muerte por isquemia.

Un acoplamiento de Suzuki es también un paso clave en la sinte-
sis del sesquiterpeno humuleno, formado por un ciclo triinsaturado
de 11 eslabones (41) (Figura 34a), y en la del éster metilico del acido
(5S,6R)-dihidroxieicohexatrienoico [(5S,6R)-diHETE], un prostanoide
agonisa del receptor LTD, (42) (Figura 34b).

11. APLICACIONES INDUSTRIALES

Los acoplamientos C-C catalizados por Pd se utilizan en la indus-
tria para producir fungicidas, protectores solares, o diodos emisores
de luz, entre otros. En relaciéon con la industria farmacéutica han sido
una verdadera revolucién. Por ejemplo, la reaccion de Heck se utili-
za en la sintesis del antiinflamatorio no esteroidico naproxeno, el an-
tiasmatico montelukast, y el herbicida prosulfuron (Figura 35).
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Pd(PPh), (20 mol%

NaOH ac. 4N
den
2 Humuleno
b) o OTBS Pd(PPh), (cat.)
\F B’@ s e I _come —TOH
PN é
OTBS
Me
OTBS
— /;/\/k/\/COZMe ”'B”4NF,
~ OTBS
5S3,6R)-diHETE
Ve Me (5S6R)

Figura 34. Otras aplicaciones del acoplamiento de Suzuki.

Me
COzH
MeO cl

Naproxeno

YN
HN N
SO, _<Me Prosulfuron
CF3

Figura 35. Algunos compuestos industriales obtenidos por la reacciéon de Heck.
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RESUMEN

El descubrimiento de receptores nicotinicos (nAChRs) formados
por las subunidades a9 y a.10 en las células de los epitelios sensitivos
del sistema vestibular y auditivo ha motivado su busqueda en
estructuras del sistema nervioso auténomo, como las células croma-
fines de la médula adrenal, en las que podrian inducir la hiperpolari-
zacion de la membrana celular mediante la activacién de canales de
K* dependientes de Ca** de baja conductancia iénica (canales SK). El
objetivo fundamental de nuestro trabajo ha sido determinar la pre-
sencia vy, en su caso, caracterizar funcionalmente el nAChR 9010 en
las células cromafines de la médula adrenal de la rata. Con ese pro-
posito, hemos empleado cultivos primarios de células cromafines ob-
tenidas de la glandula adrenal de rata y recurrido a la técnica electro-
fisiolégica de patch-clamp para registrar las corrientes idnicas
generadas por la activacion de los nAChRs del conjunto de la mem-
brana celular. Asimismo, hemos empleado la a-conotoxina RgIA, un
péptido capaz de bloquear de forma selectiva los nAChRs formados
por las subunidades a9 y a10. Los resultados obtenidos aportan evi-
dencias farmacolégicas que permiten concluir que las células croma-
fines de la rata expresan nAChRs a9a10 funcionales que, ademas, des-

435



Luis A. OLivos-ORE Y COLS. AN. R. Acap. Nac. FArM.

empenarian un papel modulador comportamiento eléctrico de dichas
células.

Palabras clave: Receptor nicotinico; célula cromafin; potencial de
membrana; canales SK.

ABSTRACT

Pharmacological characterization and functional analysis of
29010 acetylcholine nicotinic receptors in isolated chromaffin
cells from the rat adrenal medulla

The identification of acetylcholine nicotinic receptors (nAChRs)
formed by a9 and a.10 subunits in the sensory cells of the vestibular
and auditory systems, prompted us to investigate their presence in
adrenomedullary chromaffin cells, in which they could mediate mem-
brane hyperpolarization through the activation of small-conductance
Ca’*-dependent K* channels (SK channels). The aim of the current
study has been to pharmacologically identify 9010 nAChRs and in-
itiate their functional characterization in isolated chromaffin cells
from the rat adrenal medulla. We have employed the patch clamp
technique to record either the ionic currents generated by the activa-
tion of nAChRs or the associated changes in membrane potential. We
took advantage of the specificity of a-conotoxin RgIA for the nAChRs
formed by a9 and 10 subunits. Our pharmacological results suggest
that the rat chromaffin cells express functional a9a10 nAChRs that
would influence the electrical behaviour of these cells.

Keywords: Acetylcholine nicotinic receptor; chromaffin cell; mem-
brane potencial; SK channels.

1. INTRODUCCION

Los receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs) son canales i6-
nicos activados por ligando —el ligando enddégeno es la acetilcoli-
na— formados por la asociaciéon de cinco subunidades con pesos
moleculares comprendidos entre 40 y 58 kDa. En la actualidad se

436



VoL. 76 (4), 435-457, 2010 CARACTERIZACION FARMACOLOGICA Y ANALISIS FUNCIONAL...

reconoce la existencia de diez subunidades o diferentes (al-a10),
cuatro subunidades B (f1-f4), una subunidad vy, una subunidad & y
una subunidad e.

Los nAChRs pueden clasificarse en tres tipos con propiedades far-
macolégicas y biofisicas bien diferenciadas y una distribucién anat6-
mica caracteristica: el nAChR muscular, localizado en la placa moto-
ra, el nAChR neuronal periférico, presente en los ganglios vegetativos
y en las células cromafines de la médula adrenal, y el nAChR neuro-
nal central, localizado fundamentalmente en diversas zonas del siste-
ma nervioso central (SNC).

1.1. Los receptores nicotinicos neuronales

Desde el punto de vista biofisico los nAChRs neuronales, tanto cen-
trales como periféricos, se distinguen de los nAChRs musculares por
presentar una mayor permeabilidad al Ca’* y una marcada rectifica-
ci6én de entrada (1). En los mamiferos se han identificado once subu-
nidades formadoras de nAChRs neuronales: a2-a7, a9, al0 y p2-p4
(2). Las subunidades a7 y a9 son capaces de formar homémeros fun-
cionales, mientras que el resto de las subunidades o da lugar a nAChRs
heteroméricos constituidos por subunidades a y . Aunque el nime-
ro de nAChRs neuronales distintos que puede formarse con la com-
binacién de las once subunidades mencionadas es muy elevado, es po-
sible reconocer algunos nAChRs y con propiedades farmacolégicas
bien diferenciadas y localizaciones caracteristicas (Figura 1): 04p2,
a3p4(p2), a7 y a9a10. El nAChR 042 es el tipo predominante en el
SNC, donde mayoritariamente presenta la estequiometria (04),($2),.
Por su parte, el nAChR compuesto por las subunidades a3 y 4 o 2
se localiza preferentemente en los ganglios vegetativos y en las célu-
las cromafines de la médula adrenal. Cuando la subunidad a5 es in-
corporada a estos complejos, los nAChRs incrementan su sensibilidad
a la acetilcolina y a la nicotina pero no se modifica su respuesta a la
epibatidina (3). El nAChR homomérico a7 se expresa tanto en el SNC
como en el periférico, mientras que en diversas estructuras como la
coclea, los ganglios raquideos, linfocitos, queratinocitos, etc., se han
identificado nAChRs formados por las subunidades a9 y a10. El ais-
lamiento de la a-conotoxina RgIA (a-Rg IA) del veneno del caracol
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Conus regius ha permitido disponer de una herramienta potente y se-
lectiva para bloquear las respuestas mediadas por los nAChRs 09a10,
posibilitando el estudio del papel funcional de este nAChR en algu-
nos de los tejidos en los que ha sido identificado.

SNC (a4p2) Ganglionar a7 adaill
[alpdfas))

all as
-...._.\ 10

ad

Agonistas
Mz = ACH = DMPP DMPP 2 Mic = ACh ACh, Nez, Cha, ACh, Cha,
Nic = Git Cit = Nic GTS-21 Oxo-hl
Epib Epib PNUZBZRET
FJR 2403, TC 28459
S-dode-A-05300
Antagonistas
DHBE MILA (> 100 nM) MILA (< 100 nM) MILA (< 100 nM)
Szt i e imlinaios) DHRE a-BgTa [eresersinag atr, Est
AulB imi 048g Tx |Rewersibi
AABLCIL, VIED] a-Rgla, Nic

Figura 1. Propiedades farmacolégicas de los cuatro tipos principales de
nAChRs neuronales. En el panel superior se representa la estequiometria y la loca-
lizacién de los sitios de unién de la acetilcolina en los diferentes pentameros. ACh:
acetilcolina; DMPP: 1,1-dimetil-4-fenil-piperacinio; Nic: nicotina; Cit: citisina; Epib:
epibatidina; Cho: colina; Oxo-M: oxotremorina-M; DHE: dihidro-B-eritroidina; MLA:
metilicaconitina; AulB: a-conotoxina AulB; IMI: a-conotoxina IMI; RgIA: a-conoto-
xina RgIA; ArIB [V11L, V16D]: a-conotoxina ArIB [V11L, V16D]; a-BgTx: a-bunga-
rotoxina, Atr: atropina; Est: estricnina (Adaptado de 4).

1.2. Los receptores nicotinicos a9a10

Los nAChRs formados por la subunidades 09 y .10 han sido iden-
tificados en el epitelio sensitivo de la coclea (células ciliadas —hair
cells— internas y externas) y del laberinto, bulbo olfativo, ganglio del
trigémino, ganglios raquideos, corazén, placenta, linfocitos, querati-
nocitos, pulmén, adipocitos, espermatozoides, células endoteliales,
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musculo liso vascular y musculo esquelético de la lengua (5-8); sin
embargo, no han sido hallados en el SNC.

Al ser expresadas en ovocitos de Xenopus laevis las subunidades a9
pueden combinarse entre si formando nAChRs homoméricos funcio-
nales, capacidad ésta que no se ha evidenciado para la subunidad a10
(6, 9). Sin embargo, la coinyeccién de ARNm de las subunidades a9 y
a10 se asocia a la aparicion de corrientes de magnitud 1.000 veces su-
perior a las observadas tras la expresién en solitario de la subunidad
a9, lo que indica que los dos tipos de subunidades se combinan para
constituir nAChRs heteroméricos funcionales que presentarian la es-
tequiometria (09),(a10),. Esta circunstancia también podria acontecer
de manera fisioldgica, ya que las subunidades a9 y a10 se colocalizan
en la mayoria de las estructuras donde han sido identificadas, consi-
derandose que las subunidades a10 actuarian como subunidades es-
tructurales (10).

Los nAChRs homoméricos a9 y los heteroméricos a9 a10 presen-
tan una farmacologia peculiar entre los nAChRs, ya que, ademas de
ser activados por el agonista muscarinico oxotremorina-M, son los
unicos nAChRs inhibidos por la nicotina; asimismo, pueden ser blo-
queados por sustancias tan diversas como la muscarina (Clyy,: 75
uM; ClLsg 0010 41 uM), la estricnina (Clsy,): 18 nM; Clyygq10: 20 nM),
la bicuculina (Cls,0): 0,8 UM; Clgy 410 1 UM), el tropisetrén (Clyy o0y
70 nM), el ondansetrén (Clsg o, 0,6 uM), la atropina (Clyygnoq10) 1
uM), la a-bungarotoxina (de forma reversible; ClLs, o) 2,1 nM; Cls; 40010
14 nM), la metilicaconitina (en el rango nanomolar bajo) (5, 6, 9, 11-
13). Los nAChRs a9 homoméricos y los heteroméricos a9a10 no pre-
sentan marcadas diferencias en sus perfiles farmacolégicos, excepto
una sensibilidad 10 veces superior del nAChR 09010 al efecto blo-
queante de la nicotina (ClLsy,: 31,5 uM; Clsy0q10): 3,9 uM) (6).

Ellison y col. (13, 14) han puesto de manifiesto la extraordinaria
potencia y selectividad de la a-RgIA, un péptido de 13 aminoacidos,
para bloquear de forma competitiva las respuestas mediadas por los
nAChRs 09010 de rata, tanto recombinantes —expresados en ovoci-
tos— como los nativos de las células del epitelio sensitivo de la céclea.
Asi, la CI,, sobre los nAChRs 09010 (5 nM) es tres 6rdenes de magni-
tud inferior que sobre los nAChRs a7. Ademas, la CI;, de la a-RgIA so-
bre los nAChRs o382 y a3p4 es superior a 10 uM.
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Los nAChRs a9 homoméricos y el heteromérico a.9a.10 expresados
en ovocitos de Xenopus laevis son altamente permeables al Ca**
(P../Py, ~ 9; (15)). Por su parte, Gémez-Casati y col. (16) determina-
ron que la P /P, del receptor nativo de las células ciliadas de la c6-
clea de la rata es de 8.

1.3. Funcién del receptor nicotinico a9a10 en las células
ciliadas de la coclea

El significado funcional de los nAChRs 09010 ha sido investigado
fundamentalmente en las células ciliadas internas y externas de la c6-
clea de los vertebrados. La activacion de estos nAChRs por la acetil-
colina liberada por las terminaciones nerviosas de las fibras de la via
olivococlear da lugar a la entrada de Ca** que a su vez activa los ca-
nales de K* dependientes de Ca*" y pequefia conductancia i6énica del
tipo 2 (canales SK2; (17)). En este proceso puede participar también
la liberacién de Ca?* desde depésitos intracelulares mediante el me-
canismo de liberacién de Ca** inducido por Ca** (CICR; (18)). La aper-
tura de los canales SK2 induce la hiperpolarizaciéon de la membrana
celular, lo que supone que los nAChRs 09010 sean los tinicos nAChRs
conocidos que ejercen una funcién inhibidora de la sefializacion eléc-
trica celular.

1.4. Las células cromafines de la médula adrenal de la rata

Las células cromafines de la médula adrenal comparten origen
embriol6gico y caracteristicas morfoldogicas y funcionales basicas
con las neuronas simpaticas postganglionares. A igual que éstas, ge-
neran potenciales de accién dependientes de la actividad de canales
de Na*, K* y Ca’* sensibles al potencial de membrana y almacenan
catecolaminas, ATP y neuropéptidos en vesiculas de secrecién deno-
minadas granulos cromafines. El contenido de los mismos es verti-
do al torrente sanguineo en respuesta a la acetilcolina liberada por
las terminaciones del nervio esplacnico. Las células cromafines cons-
tituyen un modelo ampliamente utilizado en estudios sobre neuro-
transmisién en virtud de su facilidad de cultivo y capacidad para
expresar diversos tipos de receptores nicotinicos; ademas, la posibi-

440



VoL. 76 (4), 435-457, 2010 CARACTERIZACION FARMACOLOGICA Y ANALISIS FUNCIONAL...

lidad de realizar registros electrofisiolégicos en rodajas de tejido
adrenomedular (19) permite el anélisis de la sinapsis esplacno-su-
prarrenal.

1.5. Los receptores nicotinicos de las células cromafines
de la médula adrenal

Existen evidencias de que en las células cromafines de la rata y del
hombre podrian expresarse nAChRs formados por las subunidades a2
(no en el hombre), a3, a4, a5, a7, p2 y p4 (20, 21), mientras que en
las células bovinas las subunidades constituyentes de los nAChRs se-
rian la a3, a5, a7 y p4 (22, 23).

En la actualidad se considera que el nAChR mayoritario de las cé-
lulas cromafines es el de tipo ganglionar, formado por las subunida-
des a3 y P4, a las que también podrian asociarse, para constituir he-
terémeros mas complejos, las subunidades a5 y/o 2 (21, 24-26).

1.6. Los receptores nicotinicos y el potencial de membrana
de la célula cromafin

La activacion de los nAChRs induce cambios en el potencial de
membrana asi como modificaciones —tanto de forma directa como
indirecta— en la concentracién de Ca** intracelular (27). La acetilco-
lina liberada por las terminaciones del nervio esplacnico activa
nAChRs y receptores muscarinicos de la membrana de las células cro-
mafines. Clasicamente, se viene aceptando que la acetilcolina origina
una respuesta despolarizante rapida dependiente de la activacién de
los nAChRs, con el consiguiente disparo de potenciales de accién, se-
guida de una fase de hiperpolarizacién relacionada con el aumento
de la conductancia de K* activada por el incremento citosélico de Ca*
y dependiente tanto de la movilizacién de los depdsitos intracelulares
de este cation por la estimulacién muscarinica como de su entrada a
través de canales de Ca’* dependientes de voltaje (CCDV) activados
durante la fase de despolarizacion (28). El hallazgo en las células cro-
mafines de nAChRs con alta permeabilidad al Ca** (a7 y a9a.10) (29)
ha afiadido complejidad al mecanismo de senalizacién nicotinica al

441



Luis A. OLivos-ORE Y COLS. AN. R. Acap. Nac. FArM.

posibilitar un efecto dual rapido —despolarizante e hiperpolarizan-
te— sobre el potencial de membrana. La activacién de los nAChRs in-
duce un aumento de la concentracién citosélica de Ca** en la que par-
ticipan distintos mecanismos: i) entrada de Ca’** a través del nAChR;
ii) entrada de Ca** a través de CCDV, y iii) movilizacién de Ca** des-
de depésitos intracelulares. La sefal citosélica de Ca** inducida por
los nAChRs de tipo ganglionar (a3p4) es dependiente fundamental-
mente de la despolarizacion y la entrada de Ca®" a través de CCDV;
sin embargo, los nAChRs de tipo a7, a9 y a9a10 posibilitarian la en-
trada de Ca** directamente a su través —independientemente de la ac-
tivaciéon de los CCDV— la cual, ademas, podria activar la liberacion
de Ca’* desde depositos intracelulares tanto sensibles a rianodina —
mecanismo de tipo CICR— como sensibles a inositol trisfosfato (27).

2. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado cultivos prima-
rios (2 a 4 dias) de células cromafines de la médula adrenal de ratas
Sprague Dawley macho, con edades comprendidas entre seis y ocho
semanas (200-300 g) y procedentes del Animalario de la Universidad
Complutense de Madrid (Nimero de Registro 28079-15ABC de la Di-
reccion General de Agricultura y Alimentaciéon de la Comunidad Au-
ténoma de Madrid).

Los registros electrofisiolégicos —de corriente y potencial de mem-
brana— realizados para la caracterizacién farmacolégica y funcional
de las corrientes nicotinicas se obtuvieron mediante el empleo de la
configuracién de célula completa de la técnica de patch-clamp en las
modalidades de fijacién de voltaje (V,= -70 mV) y fijaciéon de corriente
(V_~-60 mV) con el concurso de un amplificador EPC9 controlado con
el programa Pulse 9.7 (HEKA Elektronik, Alemania). Asimismo, en la
modalidad de fijacién de voltaje se monitorizé de forma continua la ca-
pacitancia de la membrana celular y las resistencias en serie, que nun-
ca excedieron los 20 MQ.

Las corrientes nicotinicas asi como los registros de potencial de
membrana fueron filtrados a 2 KHz y digitalizadas a 4 KHz para su
posterior analisis y representacion grafica con el programa Igor Pro
5.05 (WaveMetrics, EEUU).
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Las soluciones de registro variaron dependiendo del tipo de ex-
perimento. Asi, la solucién interna empleada en los experimentos
de caracterizacion farmacolégica de los nAChRs tuvo la siguiente
composiciéon (mM): glutamato de Cs* 145, NaCl 8, HEPES 10, EGTA
10, MgCl, 1, ATP.Na, 2, GTP.Li, 0,3 (pH ajustado a 7,2 con CsOH);
en los experimentos en los que se llevaron a cabo registros del po-
tencial de membrana, las micropipetas fueron rellenadas con la si-
guiente soluciéon (mM): glutamato de K* 145, KCl 10, HEPES 10,
MgCl, 2, EGTA 0,1, ATP.Na, 2 y GTP 0,3, (pH ajustado a 7,2 con
KOH). En todos los casos la solucién externa con la que se super-
fundieron las células durante los experimentos (2 mL.min', a tem-
peratura ambiente) estuvo compuesta por (mM): NaCl 145, KCI 2,8,
CaCl, 1, MgCl, 1, HEPES 10, glucosa 10 (pH ajustado a 7,4 con HCI
o NaOH).

La administracion de farmacos se realiz6 directamente sobre la cé-
lula en estudio mediante un sistema de perfusién por gravedad (Fi-
gura 2A) que constaba de cinco vias dotadas de electrovalvulas con-
troladas con el programa PULSE 9.7. La salida del sistema se colocd
aproximadamente a 100 um de la célula de forma que el recambio de
la solucién que rodea a la célula se produjera en ~30 ms (Figura 2B).

La estimulaciéon con los farmacos agonistas se realizé mediante
pulsos breves (100 — 1000 ms) administrados tres veces consecutivas
a intervalos de 45 s, calculandose posteriormente la media de las res-
puestas (pulsos 1°, 2° y 3°). El efecto de los fArmacos antagonistas se
evalué también por triplicado en cada experimento, perfundiéndose
en el bafo durante 45 s antes de ser coaplicados localmente con el
agonista (pulsos 4°, 5° y 6°). Finalmente, el agonista fue administra-
do tres veces mas durante el periodo de lavado del antagonista con
objeto de estudiar la reversibilidad del efecto de este ultimo (pulsos
7°, 8° v 9°) (Figura 2C).

En la elaboracién de curvas concentracion-respuesta, las corrien-
tes obtenidas en presencia de las diferentes concentraciones de an-
tagonista fueron normalizadas respecto a la corriente control regis-
trada en ausencia del mismo. Tanto las representaciones de barras
como el ajuste de las curvas concentraciéon-respuesta se llevé a cabo
con el programa GraphPad Prism V. 4.03 (GraphPad Software Inc.,
EEUU).
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Los resultados aparecen expresados como media + error estan-
dar de la media (ESM) para un determinado nimero (n) de expe-
rimentos. La comparacién entre las medias correspondientes a dis-
tintos grupos de experimentos se realizé6 mediante el test de la ¢t de
Student. En todos los casos los niveles de significacién estableci-
dos fueron P < 0,001 (***); P < 0,01 (**) 6 P < 0,05 (¥). Los valores
de P superiores a 0,05 se han considerado como no significativos

(ns).

3. RESULTADOS

3.1. Reproducibilidad de las corrientes inducidas por
acetilcolina en las células cromafines de la rata

La estimulacién repetida o prolongada de los nAChRs ocasiona
su desensibilizacién, en la que intervendrian factores como el tipo
de receptor, la concentracién y el tipo de agonista, la concentracién
de Ca’' intracelular y diversas proteinas cinasas y fosfatasas intra-
celulares.

Con la finalidad de minimizar la desensibilizacién de los nAChRs
empleamos un sistema de administracién de farmacos y soluciones
salinas disefiado en nuestro laboratorio, que constaba de cinco tu-
bos de polietileno de 250 um de didmetro con una salida comun (Fi-
gura 2A). Ademas, el flujo a través de cada uno de los tubos estaba
regulado por electrovalvulas, lo que permite realizar aplicaciones de
farmacos durante tiempos muy cortos. En la Figura 2B, se muestra
la corriente que fluye a través de una micropipeta de patch-clamp
rellena con una solucién salina fisiol6gica (NaCl al 0,9%) y bafiada
por una solucién externa de idéntica composicién cuando el V, es
de 2 mV. La administracién local de un pulso de 100 ms de una so-
lucién salina diluida (NaCl al 0,2%) determina un cambio —reduc-
cion— de la corriente que se produce con una latencia de 100 ms
respecto al comienzo de la aplicacién y tarda 30 ms en completar-
se (tiempo de recambio). Como se muestra en la Figura 2C, la ad-
ministracién con este dispositivo de pulsos de acetilcolina (100 uM)
de 100 ms de duracién a intervalos de 45 s dio lugar a respuestas
de corriente con magnitudes muy reproducibles.
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Figura 2. Sistema de administracién de farmacos y reproducibilidad de las
corrientes inducidas por acetilcolina (ACh). A. Dispositivo de aplicacién local
de farmacos. B. Caracteristicas cinéticas del sistema de aplicacién de farmacos.
C. Respuestas de corriente inducidas por la aplicaciéon de nueve pulsos consecuti-
vos de ACh.

3.2. Caracterizacion farmacolégica de los receptores
nicotinicos de la célula cromafin de la rata

Estudios farmacolégicos previos de nuestro grupo realizados en cé-
lulas cromatfines de rata han permitido estimar la CE, de la acetilcoli-
na (63 uM), la nicotina (24 uM), la oxotremorina-M (507 uM) y la co-
lina (2393 uM) para activar las corrientes nicotinicas. Estos resultados
ademas de poner de manifiesto la heterogeneidad de los nAChRs fun-
cionales presentes en las células cromafines de la rata sugerian tam-
bién la presencia en dichas células de nAChRs de los tipos a7 y/o a.9a.10.

Esta interpretacion se vio reforzada mediante el empleo de meti-
licaconitina, un antagonista de los nAChRs formados por las subuni-
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dades a7, a9 y 10, que inhibi6 reversiblemente las corrientes (CI,,
de 1,98 uM) inducidas por acetilcolina (50 uM), (Figura 3).

Dado que la metilicaconitina ejerce sus efectos indistintamente
sobre nAChRs a7 y a9a10 (30), decidimos investigar la presencia de
los nAChRs a7 en las células cromafines de la rata recurriendo al em-
pleo de un agonista selectivo de los mismos, el GTS-21 (31). La ad-
ministraciéon de GTS-21 a la concentracién de 10 uM, que produce
una activacién méaxima de los nAChRs a7 en neuronas del hipocam-
po de rata (32), indujo una respuesta de corriente en sélo el 12% de
las células estudiadas (n = 34), cuya magnitud, ademas, fue inferior
al 1% de la observada tras la administracién de acetilcolina (100 uM)
(Figura 4).

Una segunda estrategia farmacolégica que cabe emplear para di-
ferenciar los componentes de la respuesta dependientes de la activa-
cién de los nAChRs 09010 y de los nAChRs a7 se basa en el uso de
la a-bungarotoxina, una toxina que se une de forma reversible a los
nAChRs 09010 (9) e irreversible a los nAChRs a7 homoméricos (33).
La a-bungarotoxina (1 uM) inhibi6é de forma parcialmente reversible
(Figura 5A y B) las corrientes inducidas por acetilcolina (50 uM) con
una CI,, de 68,8 nM y un efecto maximo del 30% (Figura 5C).
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Figura 3. Efecto de metilicaconitina (MLA) sobre las corrientes inducidas por
acetilcolina (ACh) en las células cromafines de la rata. A. Registros de corrien-
tes representativos del bloqueo reversible observado con MLA. B. Curva concentra-
cién-respuesta para MLA (n = 4-7 células).
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Figura 4. Efecto de GTS-21 sobre las células cromafines de la rata. Registro
de las corrientes obtenidas tras la administraciéon consecutiva de acetilcolina (ACh)
y GTS-21 a intervalos de 45 s en la misma célula.
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Figura 5. Efecto de a-bungarotoxina (a-BgTx) sobre las corrientes inducidas
por acetilcolina (ACh). A. Registros representativos del efecto bloqueante de a-BgTx
y de su reversibilidad. B. Reversibilidad del efecto bloqueante de a-BgTx sobre las
respuestas inducidas por ACh. C. Curva concentracién-respuesta para o-BgTx (n = 5-
14 células). “"P < 0,001; P < 0,05.

3.3. Identificacién farmacolégica del receptor nicotinico
09010 de la célula cromafin de la rata

Los resultados obtenidos con metilicaconitina, GTS-21 y a-bun-
garotoxina sugerian que en las células cromafines de la rata se ex-
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presan los nAChRs a7 y 09a10, si bien constituirian una pequefia
fraccion del conjunto de los nAChRs que pueden ser activados por
la acetilcolina. Al objeto de llevar a cabo una adecuada caracteri-
zacion farmacolégica y funcional de los nAChRs a9a.10 resulta con-
veniente trabajar con un farmaco antagonista que presente una ele-
vada selectividad por los mismos. Por ello, recurrimos a la a-RgIA.
A la concentracién de 200 nM, la a-RgIA produjo un bloqueo del
30% sobre las corrientes inducidas por acetilcolina (100 uM) tras
un periodo de incubacién de 4 minutos. Es de destacar también que
el efecto bloqueante de esta toxina fue completamente reversible en
el minuto siguiente a la retirada de la misma (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de a-conotoxina RgIA (a-RgIA) sobre las corrientes nicotini-
cas. A. Registro representativo del efecto bloqueante de la a-RgIA. B. Diagramas de
barras representativo de la reversibilidad del efecto de la a-RgIA (n = 5-40 células).
“P < 0,01; ns: no significativo, respecto al control.

3.4. Participacion del receptor nicotinico a9a10 en el control
del potencial de membrana de las células cromafines

Aunque los nAChRs 0910 constituyen una poblacién minoritaria
—Ila corriente inducida por acetilcolina es bloqueada en un 30% por
la a-conotoxina RgIA— entre los nAChRs de la célula cromafin de la
rata, su elevada permeabilidad al Ca** sugiere que podrian desempe-
fiar un papel singular en la regulacién de la actividad eléctrica de la
membrana plasmatica a través de la activaciéon de conductancias de
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K* dependientes de Ca®*. Estas conductancias de K*, cuya presencia y
propiedades han sido bien caracterizadas en las células cromafines
(34, 35), son capaces de activarse en respuesta a la elevaciéon de la
concentracion citosélica de Ca?* favoreciendo la salida de K* y, en con-
secuencia, un cambio —en sentido hiperpolarizante— del potencial
de membrana. Los canales de K* dependientes de Ca** de pequefia con-
ductancia iénica (canales SK) destacan entre este tipo de canales por
su elevada sensibilidad al Ca®* al potencial de reposo de la célula, lo
que les permite contribuir a la posthiperpolarizacién de los potencia-
les de accion o ser responsables de la hiperpolarizacién que sigue a
la activacién de los nAChRs a9a10 en las células del epitelio sensiti-
vo de la céclea (6, 17).

Para analizar la contribuciéon de los nAChRs 09010 en la activi-
dad eléctrica de las células cromafines de la rata se han valorado los
efectos de la a-RgIA (200 nM) sobre la respuesta de potencial indu-
cida por la acetilcolina (100 uM; 250 ms) y la colina (3 mM, 1 s).
Esta toxina modificé de forma variable el perfil de la fase despola-
rizante de la respuesta, produciendo una reduccién en la amplitud
de la misma que resulté mas notoria en el caso de la colina, proba-
blemente por la mayor selectividad de este farmaco para activar los
nAChRs a9a10. Asimismo, la a-conotoxina RgIA bloqued la hiper-
polarizacién que sigue a la administracién de colina y acorté la du-
racion de la descarga de potenciales de accién inducida por la apli-
caciéon de acetilcolina (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de a-conotoxina RgIA (a-RgIA; 200 nM, 4 min) sobre los cam-
bios del potencial de membrana inducidos por la administracién de acetilcolina (ACh)
o colina (Cho) en células cromafines de rata.
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4. DISCUSION

El presente trabajo se encuadra en una linea de investigacién sobre
la farmacologia de los nAChRs neuronales que, en ultima instancia, as-
pira al desarrollo de farmacos selectivos para los distintos tipos de
nAChRs y potencialmente ttiles para el tratamiento de diversas entida-
des nosologicas (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esquizofrenia, dolor, adiccién tabaquica, etc.) con elevada prevalencia
en las sociedades desarrolladas. Mas concretamente, nuestro trabajo se
suma al de otros laboratorios interesados en la caracterizacién mole-
cular, farmacolégica, biofisica e indagacion del significado funcional de
los nAChRs presentes en las células cromafines de la médula adrenal
de los mamiferos. Las células cromafines constituyen un modelo am-
pliamente utilizado para el estudio de los nAChRs neuronales, dada la
diversidad de los que expresan (20-22), y para la investigacion de su re-
levancia fisiolégica e implicaciones fisiopatolégicas a tenor de las ven-
tajas que ofrecen para el estudio de la respuesta neurosecretora (36) y
de los mecanismos de la neuroproteccién (37). En este trabajo se ha
puesto énfasis en dos aspectos relacionados con los nAChRs: i) la ca-
racterizacion farmacolégica de los nAChRs 09010 de las células croma-
fines de la rata; ii) el estudio de su significado funcional.

4.1. Caracterizaciéon farmacolégica del receptor nicotinico
09010 de las células cromafines de la rata

La caracterizaciéon de los nAChRs formados por las subunidades
a9 y al0 se ha visto favorecida por la peculiar farmacologia de los
mismos, que les lleva a compartir propiedades tanto con los nAChRs
como con los muscarinicos. Asi, agonistas nicotinicos tipicos, como
el dimetil-fenil-piperacinio y la colina, o el clasico agonista muscari-
nico oxotremorina-M se comportan como agonistas parciales de es-
tos receptores. Andlogamente, diversos antagonistas tanto nicotinicos
(d-tubocurarina, metilicaconitina o la a-bungarotoxina) como musca-
rinicos (atropina) son capaces de inhibir las respuestas mediadas por
los nAChRs a9a.10 (5, 6, 11, 12, 38).

El hecho de que diversos farmacos agonistas con diferente selecti-
vidad por los distintos tipos de nAChRs (acetilcolina, nicotina, colina,
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oxotremorina-M) induzcan respuestas con potencias y magnitudes ma-
ximas notablemente dispares, resulta indicativo de la heterogeneidad
de los nAChRs expresados por las células cromafines de la rata. Esta
heterogeneidad de nAChRs, quedé confirmada por los resultados ob-
tenidos con metilicaconitina, un antagonista de los nAChRs formados
por las subunidades a7 0 09010 a concentraciones inferiores a 100 nM,
y de los constituidos por las subunidades a3 y a4 a concentraciones
superiores a la referida.

Nuestros resultados son congruentes con los publicados por otros
cuatro grupos de investigacion (20, 21, 24, 25, 39) que, basandose en
evidencias tanto de tipo funcional como molecular han propuesto que
los nAChRs predominantes en las células cromafines de la rata seri-
an los de tipo ganglionar (a3p4(a5) v a3p2(a5)) v el a7. Debemos se-
nalar que los resultados funcionales que sugieren la expresiéon de
nAChRs a7 en las células cromafines de rata se han basado casi ex-
clusivamente en la utilizacién de a-bungarotoxina, una toxina que blo-
quea con elevada potencia tanto los nAChRs a7 (CI,, de 1,9 nM; (38))
como los formados por las subunidades a9 y a10 (CIL,, de 6-64 nM;
(5, 6, 9, 38)). Existe, no obstante, una particularidad del efecto blo-
queante de esta toxina que puede ser de utilidad para identificar la
diana sobre la que actta: la a-bungarotoxina se combina con el nAChR
a7 de manera esencialmente irreversible (40) mientras que su efecto
sobre los nAChRs 09010 es caracteristicamente revertido en pocos mi-
nutos de lavado (5, 6, 9).

La a-bungarotoxina bloqueé parcialmente (~ 30%) y con una CI,
de 68,8 nM las corrientes inducidas por acetilcolina en las células
cromafines de la rata. Ademas, el efecto bloqueante fue parcialmen-
te reversible. Por otro lado, el hecho de que el GTS-21, un agonista
selectivo de los nAChRs a7 (31), fuera ineficaz para inducir una res-
puesta de corriente en la practica totalidad de las células estudiadas,
permite descartar a los nAChRs a7 como la principal diana de la ac-
ci6én de la metilicaconitina o de la a-bungarotoxina en nuestra pre-
paracién.

La evidencia farmacolégica definitiva de la presencia de los
nAChRs 09010 en las células cromafines de rata se obtuvo mediante
el empleo de la a-RgIA, una toxina que presenta una elevada poten-
cia (CIy, ~ 5 nM) para bloquear los nAChRs 910 de la rata tanto na-
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tivos (células ciliadas internas de la céclea) como expresados en ovo-
citos de Xenopus laevis. Conviene senalar también la extraordinaria
selectividad de esta toxina respecto a los nAChRs a7 (CI;, de 4,6 uM),
lo y los nAChRs ganglionares (a3p2 o a3p4; CI, > 10 uM), lo que la
convierte en una herramienta mucho mas adecuada que la metilica-
conitina y la a-bungarotoxina (no discriminan entre los nAChRs a7 y
nAChRs 09a10) o la a-conotoxina PelA (no distingue entre los nAChRs
09010 —CI,, de 6,9 nM— y los nAChRs a3p2 -CI,, de 23 nM; (41),
para identificar los nAChRs a9a10 en tejidos como la médula adre-
nal en los que se expresan las anteriores tres clases de nAChRs. La
administracién de dosis supramaximas de a-conotoxina RgIA (200
nM) se asocié con un porcentaje de bloqueo del 30% de las corrien-
tes inducidas por acetilcolina. Ademas, los efectos de esta toxina fue-
ron completamente reversibles tras un periodo de lavado de un mi-
nuto, en consonancia con lo descrito sobre los efectos de la a-RgIA
sobre los nAChRs 090,10 en otras localizaciones (13, 14). En definiti-
va, el conjunto de las evidencias farmacolégicas presentadas permite
concluir que las células cromafines de la rata expresan nAChRs 090,10
funcionales.

4.2. Contribucion de los receptores nicotinicos a9a10
a los cambios de potencial de membrana inducidos
por la estimulacién colinérgica de las células cromafines

Las células ciliadas externas del epitelio sensitivo de la céclea de
los mamiferos (rata, ratén, cobaya, etc.) reciben aferencias colinérgi-
cas inhibidoras dependientes de la activacion de nAChRs a9a10. La
apertura del ionéforo asociado al nAChR 09010 posibilita no solo la
entrada de Na* sino también de Ca** a la célula y, subsiguientemente,
la aparicién de una corriente de salida de K* a través de los canales
SK. Ello determina que la respuesta eléctrica a la estimulacién nico-
tinica sea bifasica, con una breve despolarizacién seguida de una hi-
perpolarizacién rapida y duradera (17).

En las células cromafines de la médula adrenal de la rata, la esti-
mulacién de los nAChRs por la acetilcolina induce una despolariza-
cién de la membrana celular con el consiguiente disparo de potencia-
les de acciéon y entrada de Ca** a través de CCDV, que se afiadiria al
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que pudiera entrar a través de los nAChRs (42). Cabe destacar tam-
bién que las células cromafines estan dotadas de receptores muscari-
nicos (28) y canales de K* dependientes de Ca** de los tipos SK y BK
(43). Los canales SK de las células cromafines, ademas de mediar res-
puestas hiperpolarizantes dependientes de la movilizacién de Ca** des-
de depésitos intracelulares, pueden también determinar la frecuencia
de disparo de potenciales de acciéon durante una despolarizacién pro-
longada. Ello es asi porque los canales SK son responsables de la pos-
thiperpolarizacién lenta (slow afterhyperpolarization) que se observa
en muy diversos tipos neuronales que descargan potenciales de ac-
cién dependientes de la entrada de Na* y Ca** (44, 45). Durante un
tren de potenciales de accién de este tipo se produce la acumulacién
de Ca® en la vecindad de la membrana celular, lo que conduce a la
activaciéon progresiva de los canales SK y, consiguientemente, al au-
mento de la amplitud y duracién de las posthiperpolarizaciones len-
tas. Ello determina un incremento paulatino del intervalo entre los
potenciales de accién y, eventualmente, la abolicién del disparo de los
mismos (frequency adaptation). Por su parte, los canales BK de las cé-
lulas cromafines han sido implicados en la repolarizacién de los po-
tenciales de accion y en la posthiperpolarizacién rapida (fast afterhy-
perpolarization) de los mismos.

En los experimentos encaminados a analizar la respuesta de vol-
taje a la estimulacién nicotinica, se emplearon dos farmacos colinér-
gicos, la acetilcolina y la colina. En virtud de la farmacologia de es-
tos dos agentes, se puede concluir que la respuesta despolarizante
observada con acetilcolina y colina se debe a la entrada de cationes
(Na* y Ca’") a través de los nAChRs; por otra parte, la respuesta hi-
perpolarizante obtenida tras la administracién de colina puede ser
atribuida a la apertura de canales SK como consecuencia de la entra-
da de Ca*" a través de CCDV, activados durante la fase de despolari-
zacion, y/o de los nAChRs. El hecho de que la respuesta hiperpolari-
zante sea suprimida por la a-RgIA unido al escaso efecto de esta toxina
sobre la descarga de potenciales de accién, permitiria atribuirla a la
entrada de Ca®* a través de los nAChRs a9a10. Por otra parte, los
nAChRs 09010 también estarian involucrados en el control de la fre-
cuencia y duracion de la descarga de potenciales de accién que ocu-
rre durante la despolarizacién inducida por acetilcolina. A diferencia
de la colina, que activaria predominantemente los nAChRs a9a10, el

453



Luis A. OLivos-ORE Y COLS. AN. R. Acap. Nac. FArM.

agonista endégeno reclutaria la totalidad de los nAChRs de la célula
cromafin. En consecuencia, la a-conotoxina RgIA apenas modificaria
la respuesta despolarizante inducida por la acetilcolina dependiente
de la activacién de nAChRs fundamentalmente de tipo ganglionar,
aunque si modificaria el patréon de descarga de potenciales de accién
en razén a la particular capacidad de los nAChRs 0910 para posibi-
litar la entrada de Ca’" y, consiguientemente, contribuir a la posthi-
perpolarizacién asociada a la activacion de los canales SK.
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titulado: “Cirugia robética urolégica en el Hospital Clinico San Car-
los de Madrid: Una apuesta por los procedimientos minimamente in-
vasivos”.
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démico de Numero de la RANF, titulada: “Prevencion actual del can-
cer de cuello de utero”.

17 de febrero

Conferencia del Dr. Victor de Lorenzo, Centro Nacional de Biotec-
nologia, CSIC, titulada: “De la Biologia Molecular a la Biologia de Sis-
temas: La segunda transicién de las Ciencias de la Vida”.
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El dia 16 de diciembre hubo votaciones en la RANF para la elec-
cién de Académicos de Nuimero. Fue elegida Académica de Numero la
Profesora Maria Vallet Regi, con la medalla 42 del turno de ciencias
afines en Junta General. Es la primera mujer en nuestra historia ele-
gida en este turno. La Profesora Vallet es Premio Nacional de Investi-
gacién Leonardo Torres Quevedo. Nacié en Las Palmas de Gran Cana-
ria, se licencio6 y doctoré en la Facultad de Quimicas de la Universidad
Complutense de Madrid y es Catedratica de Quimica Inorgéanica de
esta misma Universidad. También ha investigado en la Universidad Jo-
seph Fourier de Grenoble, Francia, y ha sido profesora invitada del
Instituto Nacional Investigacién en Materiales Inorganicos de Tsuku-
ba, en Japon y en la Universidad de Estocolmo. Ademas es autora de
mas de 500 publicaciones entre libros, monografias y capitulos de li-
bros y pertenece a varios comités cientificos en congresos internacio-
nales, editoriales de revistas cientificas y es académica de la Real Aca-
demia de Ingenierfa. En el mismo acto fue elegido como Académico
de Numero con la Medalla 29 del turno de Farmacia el Profesor José
M.* Medina Jiménez. El Profesor Medina es catedratico de Bioquimi-
ca y Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia de la Universidad
de Salamanca y académico correspondiente de nuestra corporacion.
Ademas de poseer un extenso curriculum ha participado en diversas
actividades de la Academia. Su mas reciente contribucién ha sido un
articulo en una monografia editada por nuestra Académica de Nume-
ro Excma. Sra. Dona Ana Maria Pascual-Leone Pascual y que lleva el
titulo de “Accién de las hormonas a nivel cerebral”. La RANF tiene,
ademas, un nuevo Académico de Honor, el célebre cientifico Mariano
Barbacid, fue elegido para este cargo el 25 de noviembre en Junta Ge-
neral. Y otra eleccién, en este caso reeleccion, ha sido la del vicepre-
sidente, el Excmo. Sr. D. Antonio Martinez y la del vicesecretario, el
Excmo. Sr. D. José Miguel Ortiz Melén. Ambos fueron renovados en
sus cargos el 9 de diciembre en Junta General. Este mismo dia fue ele-
gido para un nuevo mandato de 3 afios el Excmo. Sr. D. Antonio Mon-
ge como Presidente de la Seccién 1.%, por la propia seccién.
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Un equipo internacional, con participacién de cientificos del Con-
sejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), coordinado por el
académico de namero de nuestra corporaciéon Guillermo Giménez, ha
disefiado un nuevo farmaco capaz de bloquear con eficacia la entra-
da del virus del VIH en las células que va a infectar. Guillermo Gimé-
nez, trabaja en el Centro de Investigaciones Biol6gicas. El tratamien-
to, probado con éxito en ensayos clinicos en humanos, esta basado en
el derivado de un péptido que produce el propio organismo probable-
mente para defenderse de otros virus. Este péptido, denominado Vi-
rip, impedia que el VIH inyectase su contenido a través de la mem-
brana celular. Los cientificos comprobaron que por si solo no servia
como medicamento por su escasa eficacia. Para resolver este proble-
ma, sintetizaron unas 600 variantes de Virip hasta que dieron con una,
denominada VIR-576, con una eficacia similar a otros medicamentos
contra el sida y con apenas efectos secundarios. Para entrar en la cé-
lula e infectarla, el virus del SIDA necesita introducir en la membra-
na el extremo de una proteina denominada gp41. Lo que hace el VIR-
576 es adherirse al extremo de esta proteina e impedir que entre en
contacto con la membrana de la célula. “El farmaco envuelve la pun-
ta de una especie de arpon que el virus clava en la célula que va a in-
fectar. Como la punta del arpén no puede ser alterada por el virus,
éste no puede encontrar facilmente atajos para hacerse inmune a VIR-
576 y pierde, por tanto, su capacidad de infectar”, aclara Giménez.
Los ensayos clinicos se realizaron en 18 pacientes infectados de sida,
que fueron tratados durante diez dias con tres dosis diferentes del
VIR-576 diarias. Los pacientes con las dosis mas altas redujeron los
niveles del virus en sangre y toleraron bien el medicamento y apenas
sufrieron efectos secundarios.

El 27 de diciembre del pasado afo fallecié6 Manfred Anke, Profesor
de toxicologia de la nutricién en la Universidad de Jena (Alemania). El
profesor Anke era académico correspondiente extranjero de nuestra
corporacién desde el afio 2004. Su discurso de ingreso se titul6 “Es-
sentiality of arsenic, bromine, fluorine and titanium for animal and
man” y fue presentado por el Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas Ozonas.
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The Times Higher Education, una organizacién especializada en
el analisis de la ciencia y la educacién superior, ha publicado la lis-
ta de los TOP TEN en el mundo, en el area de Farmacologia. Para
la elaboracion de este ranking hace uso de parametros contrastados
como es el grado de impacto de los trabajos cientificos publicados
medido por el nimero de citas. La RANF se congratula de contar
con dos académicos en este ranking: el Profesor Robert Langer, Aca-
démico Correspondiente, quien ostenta el lugar nadmero 5 y la Pro-
fesora Maria José Alonso, Académica de Numero de la RANF y de
la Academia de Farmacia de Galicia quien ostenta el lugar namero
9. Robert Langer tiene el mas alto reconocimiento como “Institute
Professor” en el MIT. Es el ingeniero mas citado en la historia. Ha
recibido 180 premios de gran relevancia entre ellos el premio Prin-
cipe de Asturias y el Millenium Prize (equivalente al premio Nobel
para ingenieros). Ha sido el presidente de la comisiéon cientifica de
la FDA. Es miembro de la Academia Nacional de Ciencia, de la Aca-
demia Nacional de Ingenieria y del Instituto de Medicina de la Aca-
demia Nacional de Ciencia de Estados Unidos. Maria José Alonso es
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nacional en el ambito de la nanomedicina. Es uno de los cientificos
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La Dra. Iciar Astiasaran Anchia, Académica Correspondiente de
nuestra corporaciéon ha sido nombrada vicerrectora de Investigacion
de la Universidad de Navarra. Astiasaran, natural de Aretxabaleta
(Guiptizcoa), ha sido decana de Farmacia desde 2004. Licenciada
(1982) y doctora (1985) en Farmacia por la UN, obtuvo en 2006 la ca-
tedra en Nutriciéon y Bromatologia. Es también académica de Ntume-
ro de la Academia Vasca de las Ciencias, las Artes y las Letras. En
2006 la Diputacién Foral de Guiptizcoa le otorgé la Medalla de Oro
por su “trayectoria cientifica en materia de Nutricién, Dietética y Se-
guridad Alimentaria”.
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— Anuario n° 17, Ano 1964
— Anuario n° 18, Afio 1965
— Anuario n° 19, Afio 1966
— Anuario n° 20, Afio 1967
— Anuario n° 21, Ao 1968
— Anuario n° 22, Aiio 1969
— Anuario n° 23, Afio 1970
— Anuario n°® 24, Ano 1971
— Anuario n® 25, Ano 1972
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— Anuario n° 26, Afio 1973
— Anuario n° 27, Aiio 1974
— Anuario n° 28, Afio 1975
— Anuario n° 29, Ano 1976
— Anuario n° 30, Anio 1977
— Anuario n° 31, Anio 1978
— Anuario n° 32, Aiio 1979
— Anuario n° 33, Afio 1980
— Anuario n° 34, Ano 1981
— Anuario n® 35, Ano 1982
— Anuario n° 36, Afio 1983
— Anuario n° 37, Afio 1984
— Anuario n° 38, Afio 1985
— Anuario n° 39, Afio 1986
— Anuario n° 40, Ao 1987
— Anuario n° 41, Ano 1988
— Anuario n° 42, Aiio 1989
— Anuario n° 43, Aiio 1990
— Anuario n° 44, Ao 1991
— Anuario n° 45, Afio 1992
— Anuario n° 46, Afio 1993
— Anuario n® 47, Ano 1995
— Anuario n° 48, Afio 1996
— Anuario n° 49, Ano 1997
— Anuario n° 50, Afio 1998
— Anuario n° 51, Afio 1999
— Anuario n° 52, Ao 2000
— Anuario n® 53, Ano 2001
— Anuario n° 54, Ano 2002
— Anuario n° 55, Afio 2003
— Anuario n° 56, Aiio 2004
— Anuario n° 57, Afio 2005
— Anuario n° 58, Anio 2006
— Anuario n° 59, Ano 2007
— Anuario n° 60, Afio 2008
— Anuario n° 61, Aiio 2009
— Anuario n° 62, Afio 2010

Agotados n°s 1 al 27 (1948-1974); n° 31 (1978); n° 33 (1980); n° 52 (2000).
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2. Monografias
2.1. Monografias de Aguas Mineromedicinales

Caldelas de Tuy (Agotada)

Caldas de Cuntis

Montemayor (Agotada)

Corconte (Agotada)

Ledesma (Agotada)

Solan de Cabras (Primera edicion agotada)
(Segunda edicién) (Agotada)
Lanjarén

Carabana

Alhama de Aragén

Caldas de Montbui

Fuente Amarga de Chiclana de la Frontera
Archena

Fortuna

Arnedillo

Caldas de Bohi

Alange

El clima en algunos balnearios
Fitero

La Toja

Lugo

Blancafort

Hervideros de Cofrentes
Carratraca

El Paraiso de Manzanera
Alhama de Granada (Agotada)
Balneario de Jaraba (Agotada)
Balneario de Cervantes
Balneario de Puente Viesgo
Balneario de Valdelateja
Balneario de Alicin de las Torres
Barios de la Concepcién de Villatoya (Albacete) (on line)

1968
1974
1975
1976
1977
1978
1980
1980
1981
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1990
1991
1993
1994
1995
1998
1999
2001
2002
2004
2006
2007
2008
2009
2010
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2.2.  Serie de monografias de actualizacion en Ciencias Farmacéuticas

— Disenio de Medicamentos. Publicada en colaboracion con Farmain-
dustria en 1994. Coordinador: Dr. Arturo Mosqueira Toribio.

— Proliferacién celular y cancer. Publicada en colaboracién con la
Asociacién Espariola Contra el Cancer en 1994. Coordinadores:
Dra Maria Cascales y Dr. Julio Rodriguez Villanueva.

— Autoinmunidad Algunos aspectos basicos y clinicos. Publicada en
colaboracién con la Hermandad Farmacéutica del Mediterraneo
en 1996. Coordinador: Dr. Antonio Portolés Alonso.

— Bioquimica y Fisiopatologia del estrés oxidativo. Publicada en cola-
boracion con la Fundacién «José Casares Gil» de Amigos de la Real
Academia de Farmacia. Coordinador: Dra. Maria Cascales Angosto.

— Los residuos y sus riesgos para la salud. Publicada en colabora-
cion con ENRESA, TEDEC-MEIJI FARMA, CAJA MADRID, Fun-
dacién «José Casares Gil» de Amigos de la Real Academia de Far-
macia. 1998. Coordinador: Dr. Segundo Jiménez G6émez.

— Alimentos y Salud. 2000. Coordinador: Dr. Bernabé Sanz Pérez.

— Salud, Educacién y Energia Recursos cualificados para el Siglo
XXI. Publicada en colaboracion con ENRESA y Fundacién “José
Casares Gil” de Amigos de la Real Academia de Farmacia. 2001.
Coordinador: Dr. Segundo Jiménez Gémez.

— Proliferacién celular y cancer 2000. Publicada en colaboracién de
la Fundacion Cientifica de la Asociaciéon Espafiola contra el Can-
cer. 2001. Coordinador: Dra. Maria Cascales Angosto.

— Antecedentes histéricos de las Facultades de Ciencias Quimicas,
Biologia y Farmacia de la Universidad de Salamanca. 2001. Coor-
dinador: Dr. José Antonio Cabezas Fernandez del Campo.

— La Salud, prioridad en el VI Programa de Medio Ambiente de la
Unién Europea. Foro de reflexién y difusion del conocimiento (29
de octubre a 8 de noviembre del 2001). 2002. Coordinador: Dr.
Leon Villantia Fungairifio.

— Bioquimica y Fisiopatologia del Envejecimiento. 2003. Coordina-
dores: Dra. Maria Cascales Angosto, Dr. José Antonio Cabezas Fer-
nandez del Campo y Dr. Pedro Garcia Barreno.
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— Temas escogidos de Seguridad Alimentaria. 2003. Coordinadores:
Dr. Bernabé Sanz Pérez y Dr. Manuel Domiguez Carmona.

— Citocromo P450. 2004. Coordinadores: Dra. Maria Cascales Angos-
to y Dra. M.? José Gémez Lechén.

— Nuevos Avances en Medicamentos. 2004. Coordinadores: Dra. M.2
Carmen Avendafio y Dr. Juan Tamargo Menéndez.

— Agresivos quimicos y microbiolégicos en la guerra y el terrorismo.
2005. Coordinador: Dr. Manuel Dominguez Carmona.

— Las Omicas: Genémica, Proteémica, Citémica y Metabolémica.
Nuevas tecnologias para el desarrollo de farmacos. 2005. Coordi-
nadores: Dra. Maria Cascales Angosto, Dra. M.* José Gomez-Le-
chén y Dr. José E. O’Connor Blasco.

— Mecanismos moleculares y neuroendocrinos del balance energéti-
co: Patologias. 2005. Coordinador: Dra. Ana Maria Pascual-Leone
Pascual.

— Liberacién de farmacos en matrices bioceramicas: avances y pers-
pectivas. Publicada en colaboracién con CAJA MADRID y la Fun-
dacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia de Far-
macia. 2006. Coordinadores: Dra. Maria Vallet Regi y Dr. Antonio
Luis Doadrio Villarejo.

— Enfermedades metabdlicas. Publicada en colaboraciéon con CAJA
MADRID, Fundacién Ramén Areces y Fundacion “José Casares Gil”
de Amigos de la Real Academia de Farmacia. 2006. Coordinadores:
Dr. Federico Mayor Zaragoza y Dra. Maria Cascales Angosto.

— Influenza aviar y gripe humana de origen aviario. 2006. Coordina-
dor: Dr. Bernabé Sanz Pérez.

— Contaminacién y salud. Publicada en colaboracién con la Funda-
cién CAJA MADRID, Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de
la Real Academia Nacional de Farmacia. 2007. Coordinadores: Dr.
Segundo Jiménez Gémez y Dr. Antonio L. Doadrio Villarejo.

— Desarrollo perinatal: origen de patologias adultas. Publicada en co-
laboracién con la Fundaciéon CAJA MADRID, Fundacién “José Ca-
sares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia,
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Fundacién Ramoén Areces, Instituto de Espana. 2008. Coordinado-
res: Dra. Ana M.* Pascual-Leone Pascual y Dr. José M.* Medina.

— Redes de Senalizacion y Estrategias Terapéuticas. Publicada en co-
laboracién con la Fundacién CAJA MADRID, Fundacion “José Casa-
res Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia. 2009.
Coordinadores: Dr. José Miguel Ortiz Melén y Dra. Maria Casca-
les Angosto.

— Avances en Neurociencia: Neurotransmisores y Patologias Nervio-
sas. Publicada en colaboracion con la Fundacion CAJA MADRID,
Fundacion “José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Na-
cional de Farmacia, Instituto de Espafia. 2009. Coordinadores: Dra.
Maria Teresa Miras Portugal y Dr. Antonio Rodriguez Artalejo.

— José Celestino Mutis en el Bicentenario de su fallecimiento (1808-
2008). Publicada en colaboracién con la Fundacién CAJA MA-
DRID, Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real Acade-
mia Nacional de Farmacia. Coordinador: Dr. Bartolomé Ribas
Ozonas. 2009.

— Células Madre y Terapia Regenerativa. Publicada en colaboracion
con la Fundacion “José Casares Gil” de Amigos de la Real Acade-
mia Nacional de Farmacia, Fundaciéon Vodafone Espana. 2009. Co-
ordinadores: Dra. Flora de Pablo Davila y Dra. Maria Cascales An-
gosto.

— Nanotecnologia Farmacéutica. Publicada en colaboracién con la
Fundacion CAJA MADRID, Fundacién “José Casares Gil” de Ami-
gos de la Real Academia Nacional de Farmacia. 2009. Coordina-
dor: Dr. José Luis Vila Jato.

— Accién de las hormonas a nivel cerebral. Publicada en colabora-
ciéon con la Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real
Academia Nacional de Farmacia, Instituto de Espana y Fundacién
Ramoén Areces. 2010. Coordinadora: Dra. Ana Maria Pascual-Leo-
ne Pascual.

— Biomarcadores: Analitica, Diagnéstico y Terapéutica. Publicada en
colaboracién con la Fundacién CAJAMADRID y la Fundacién “José
Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Farma-
cia. 2010. Coordinador: Dr. Fidel Ortega Ortiz de Apodaca.
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— Aspectos higiénicos de los alimentos microbiol6gicamente seguros.
Publicada en colaboracion con la Fundacién “José Casares Gil” de
Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia. 2010. Coordi-
nador: Dr. Bernabé Sanz Pérez.

2.3.  Otras Monografias
— Sesion Cientifica en homenaje al Excmo. Sr. D. Rafael Roldan y
Guerrero en el centenario de su nacimiento. Afio 1989. (Agotado).

— Numero monografico conmemorativo del IT Centenario de la muer-
te de Lavoisier. Apéndice de los Anales de la Real Academia de Far-
macia, 1994.

— Nuamero monografico sobre temas de Actualidad Farmacolégica.
Apéndice de los Anales de la Real Academia de Farmacia, 1995.

— Sesién Cientifica en homenaje a Severo Ochoa. 1996.

— Ayer y Hoy de las Academias. Jornadas Iberoamericanas de Cien-
cias Farmacéuticas, 1996.

— El Genoma Humano Ciencia y Etica. Jornadas Iberoamericanas de
Ciencias Farmacéuticas, 1996.

— Toxicologia Ambiental. Jornadas Iberoamericanas de Ciencias Far-
macéuticas, 1996.

— Farmacocinética. Jornadas Iberoamericanas de Ciencias Farma-
céu-ticas, 1996.

— Biotecnologias aplicadas a la produccién de medicamentos y va-
cunas. Jornadas Iberoamericanas de Ciencias Farmacéuticas,
1996.

— Patentes y Biopatentes. Jornadas Iberoamericanas de Ciencias Far-
macéuticas, 1996.

— Parasitismo y Desarrollo. Jornadas Iberoamericanas de Ciencias
Farmacéuticas, 1996.

— Patogenia de Tones Metélicos. Jornadas Iberoamericanas de Cien-
cias Farmacéuticas, 1996.
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— Uso actual de las plantas medicinales cultivadas. Jornadas Ibero-
americanas de Ciencias Farmacéuticas, 1996.

— El uso ilegitimo de los agentes quimicos. Jornadas Iberoamerica-
nas de Ciencias Farmacéuticas, 1996.

— EI SIDA Un reto a la Ciencia y a la Sociedad. Jornadas Iberoame-
ricanas de Ciencias Farmacéuticas, 1996.

— Clausura de las Jornadas Iberoamericanas de Ciencias Farmacéu-
ticas, 1996.

— Investigacion y siglo XXI. Publicada en colaboracién con CAJA
MADRID y Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real Aca-
demia de Farmacia, 1999.

— Prescripcién, Dispensacién y Evidencia Cientifica (Medicina basa-
da en la evidencia). Publicada en colaboracién con CAJA MADRID
y Fundacién “José Casares Gil” de amigos de la Real Academia de
Farmacia, 1999.

— Las especialidades Farmacéuticas Genéricas y los Precios de Refe-
rencia. Publicada en colaboraciéon con CAJA MADRID y Fundacién
“José Casares Gil” de amigos de la Real Academia de Farmacia.

— Genoémica y Farmacogenémica. Publicada en colaboracién con
CAJA MADRID y Fundacion «José Casares Gil» de amigos de la
Real Academia Nacional de Farmacia. 2002.

— La Universidad de Hoy y los Farmacéuticos de mafana. Publica-
da en colaboraciéon con CAJA MADRID y Fundacién «José Casa-
res Gil de Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia.
2002.

— Infeccién por VIH y SIDA. Publicada en colaboraciéon con SEISI-
DA (Sociedad Esparfiola Interdisciplinaria del SIDA); Instituto de
Salud Carlos III; GlaxoSmithKline y Fundacién José Casares Gil
de Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia. 2002.

— Farmacoeconomia e Investigacién de Resultados en la Salud Prin-
cipios y Practica. Publicada en colaboracién con CAJA MADRID y
la Fundacion «José Casares Gil de Amigos de la Real Academia
Nacional de Farmacia». 2002. Coordinador: Dr. Alfonso Domin-
guez-Gil Hurlé y Dr. Javier Soto Alvarez.
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— Sesiéon Extraordinaria conmemorativa del centenario del naci-
miento del Excmo. Sr. D. José Maria Albareda Herrera. Coordina-
dor: Antonio Portolés Alonso. (separata del num. 2; Anales de la
Real Academia Nacional de Farmacia). 2002.

— Modificadores de la respuesta biolégica. Publicada en colabora-
cién con CAJAMADRID y la Fundacion José Casares Gil de Ami-
gos de la Real Academia Nacional de Farmacia. 2003.

— Autocuidado de la Salud. Publicada en colaboraciéon con CAJAMA-
DRID y la Fundacién José Casares Gil de Amigos de la Real Aca-

demia Nacional de Farmacia. Coordinacién: Asociacién para el Au-
tocuidado de la Salud (ANEFP). 2003.

— Transferencias y coordinacién farmacéutica. Publicada en colabo-
raciéon con CAJAMADRID y la Fundacién José Casares Gil de Ami-
gos de la Real Academia Nacional de Farmacia. 2003.

— Investigacién y Siglo XXI. Publicada en colaboracién con CAJA-
MADRID y la Fundacién José Casares Gil de Amigos de la Real
Academia Nacional de Farmacia. 2003.

— Sindrome agudo respiratorio grave y gripe aviar. Publicada en co-
laboracién con la Real Academia Nacional de Medicina. 2004.

— Mesa Redonda. Regeneracién hepatica. Publicada en colaboracién
con la Fundacion “José Casares Gil” de Amigos de la Real Acade-
mia de Farmacia. 2006.

— Mesa Redonda. El descubrimiento de nuevos farmacos en 2006.
Publicada en colaboracion con la Fundaciéon “José Casares Gil” de
Amigos de la Real Academia de Farmacia. 2008.

— Mesa Redonda. La seguridad en el paciente oncolégico. Estanda-
res internacionales para el manejo de citotéxicos. Publicada en co-
laboracién con la Fundacion CAJA MADRID, Fundacién “José Ca-
sares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia.
2009.

— Mesa Redonda. Seguridad del Paciente Oncolégico. Visién Inter-
disciplinar. Publicada en colaboracién con la Fundacién “José Ca-
sares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia
y Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria. 2010.
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3.

Facsimiles

— Prontuario de Quimica, Farmacia y Materia Médica de Pedro Gu-

tiérrez Bueno (Madrid, 1815). Prologado por la Dra M.* del Car-
men Francés Causapé, 1994.

Dissertacion hydraulico-pharmaceutica sobre el origen de las aguas
de Hardales, su verdadero analysis chymico, y medicinales virtu-
des. De Juan José Garcia (Mélaga, 1759). Prologada por Dra. M.*
del Carmen Francés Causapé, 1995.

Concordia Aromatariorum Caesaraugstanensium DDLIII. Prologa-
da por Dra. M.* del Carmen Francés Causapé. Publicada con la co-
laboracién de la Real Academia de Farmacia y el Colegio Oficial
de Farmacéuticos de Zaragoza.

Edicién Facsimil de los Discursos pronunciados en la Real Acade-
mia de Farmacia por el Excmo. Sr. D. José Maria Albareda Herre-
ra. 2002.

Edicién Facsimil del Diccionario Biografico y Bibliograficos de Au-
tores Farmacéuticos Esparioles. Por el Excmo. Sr. D. Rafael Rol-
dan y Guerrero. Tomo I. Presentacion por Dr. D. Antonio Portolés
Alonso y prologado por la Dra. M.* del Carmen Francés Causapé.
2003.

Sesiones necrolégicas

Excmo. Sr. D. Enrique Otero Aenlle, 1992.
Excmo. Sr. D. Felipe Calvo y Calvo, 1992.
Excmo. Sr. D. Alfredo Carrato Ibanez, 1995.
Excmo. Sr. D. Juan Manuel Lépez de Azcona. 1996.
Excmo. Sr. D. Octavio Carpena Artés. 1997.
Excmo. Sr. D. Victor Villanueva Vadillo. 1998.
Excmo. Sr. D. Eugenio Sellés Marti. 1998.
Excmo. Sr. D. Angel Vian Ortuifio. 2000.
Excmo. Sr. D. Arturo Mosqueira Toribio. 2000.
Excmo. Sr. D. Rafael Cadérniga Carro. 2000.
Excmo. Sr. D. Manuel Martel San Gil. 2001.
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— Excmo. Sr. D. Manuel Gémez-Serranillos. 2004.
— Excmo. Sr. D. Pablo Sanz Pedrero. 2005.

— Excmo. Sr. D. Gregorio Gonzélez Trigo. 2005.
— Excmo. Sr. D. Leén Villanta Fungairifio. 2005.
— Excmo. Sr. D. Domingo Espinés Pérez. 2005.
— Excmo. Sr. D. Segundo Jiménez Gémez. 2005.
— Excmo. Sr. D. Angel Santos Ruiz. 2005.

— Excmo. Sr. D. Antonio Portolés Alonso. 2005.
— Excmo. Sr. D. Emilio Fernandez-Galiano. 2007.
— Excmo. Sr. D. Eduardo Primo Ytufera. 2008.

— Excmo. Sr. D. Gregorio Varela Mosquera. 2009.
— Excmo. Sr. D. Antonio Doadrio Lépez. 2009.
— Excmo. Sr. D. Juan Manuel Reol Tejada. 2009.

5. Discursos leidos en las sesiones inaugurales de Curso.
— Lavida in vitro. Por el Excmo. Sr. D. Angel Santos Ruiz. Afio 1969.
Agotado.

— El alma de la Farmacia. Por el Excmo. Sr. D. Eugenio Sellés Mar-
ti. Ano 1970. Agotado.

— La contaminacién del ambiente y su influencia en la vida. Por el
Excmo. Sr. D. Juan Manuel Lépez de Azcona. Ao 1971.

— Los medicamentos de ayer y de hoy. Por el Excmo. Sr. D. Guiller-
mo Folch Jou. Ano 1972.

— La Quimica médica ante el futuro. Por el Excmo. Sr. D. Ramén
Madrofiero Peldez. Ano 1973.

— La revolucién farmacéutica. Por el Excmo. Sr. D. Manuel Jauregui
Gonzalez. Ano 1974.

— Consideraciones sobre la crisis de energia y de materias primas.
Por el Excmo. Sr. D. Victor Villanueva Vadillo. Afio 1975.

— El problema de la creacién de nuevos medicamentos. Por el Exc-
mo. Sr. D. Arturo Mosqueira Toribio. Afio 1976.

— El Real Colegio de Farmacia de San Fernando. Por el Excmo. Sr.
D. Guillermo Folch Jou. Afio 1977. Agotado.
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— Momentos estelares del pensamiento cientifico. Por el Excmo. Sr.
D. Enrique Otero Aenlle. Afio 1978.

— Problemas de la utilizaciéon de la microbiologia con fines bélicos.
Por el Excmo. Sr. D. Eliseo Gastén de Iriarte. Afio 1979. Agotado.

— La edafologfa como ciencia. El problema de las clasificaciones de
suelos. Por el Excmo. Sr. D. Angel Hoyos de Castro. Ao 1980.

— Consideraciones histéricas sobre la porcelana. Por el Excmo. Sr.
D. Vicente Aleixandre Ferrandiz. Ao 1981.

— Anecdotario microbiano. Por el Excmo. Sr. D. Lorenzo Vilas Lo6-
pez. Ano 1982.

— Consideraciones sobre la evoluciéon farmacognéstica. Por el Exc-
mo. Sr. D. Manuel Gémez Serranillos. Ano 1983.

— Técnica y Medio Ambiente. Por el Excmo. Sr. D. Angel Vian Ortu-
fio. Afio 1984.

— Albaro Alonso Barba. Un metalurgo del siglo de Oro. Por el Exc-
mo. Sr. D. Felipe Calvo y Calvo. Ano 1985.

— La ultracentrifuga de Svedberg. Un punto de partida de la Biolo-
gia Molecular. Por el Excmo. Sr. D. Pablo Sanz Pedrero. Ano 1986.
Agotado.

— La Biosfera y el Hombre. Por el Excmo. Sr. D. Emilio Fernandez
Galiano. Ao 1987.

— Del complejo droga a farmaco estructuralmente especifico. Por el
Excmo. Sr. D. Gregorio Gonzalez Trigo. Ao 1988.

— Bases experimentales en la farmacologia y terapéutica del dolor.
Por el Excmo. Sr. D. Perfecto Garcia de Jal6n y Hueto. Afio 1989.

— El grave peligro de pensar. Por el Excmo. Sr. D. Roman de Vicen-
te Jordana. Ano 1990.

— La contaminacién ambiental y sus consecuencias biolégicas y cli-
matolégicas. Por el Excmo. Sr. D. Antonio Doadrio Lépez. Afio
1991.

— Sistema Nervioso Central (SNC). Por el Excmo. Sr. D. Alfredo Ca-
rrato Ibanez. Afio 1992.
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— El Universo del Medicamento. Por el Excmo. Sr. D. Rafael Cadér-
niga Carro. Ao 1993.

— Alimentacién y cancer. Por el Excmo. Sr. D. Manuel Ortega Mata.
Ano 1994.

— Legislacion y Métodos en el control toxicolégico de compuestos,
residuos y vertidos. Por el Excmo. Sr. D. Bartolomé Ribas Ozonas.
Afio 1995.

— Las plantas medicinales. Ejemplo de nuevo escenario en una cla-
sica aproximacion para el descubrimiento del medicamento. Por
el Excmo. Sr. D. Antonio Monge Vega. Afio 1996.

— Impresiones sobre Severo Ochoa. Por el Excmo. Sr. D. Julio Ro-
driguez Villanueva. Afio 1997.

— Métodos cuanticos semiempiricos en el disefio de medicamentos.
Por el Excmo. Sr. D. Arturo Mosqueira Toribio. Afio 1998.

— Farmacologia de la Inflamacién. Por el Excmo. Sr. D. Domingo Es-
pinés Pérez. Ano 1999.

— Moléculas y Comunicacién Biolégica. Por el Excmo. Sr. D. Manuel
Ruiz Amil. 2000.

— Supervivencia e Individualidad en Biologia. Por el Excmo. Sr. D.
Antonio Portolés Alonso. Afio 2001.

— Proteinas del estrés. Implicaciones clinicas y objetivos terapéuti-
cos. Excma. Sra. Diia. Maria Cascales Angosto. Ao 2002.

— Terapéutica Farmacolégica en el anciano. Excmo. Sr. D. Alfonso
Dominguez-Gil Hurlé. Afio 2003.

— La conservacién del suelo. Base de su sostenibilidad y soporte de
salud. Excmo. Sr. D. Segundo Jiménez Gémez. Afio 2004.

— Avances en Geobotdnica. Excmo. Sr. D. Salvador Rivas Martinez.
Ano 2005.

— Europa y globalizaciéon de la Sanidad. Excmo. Sr. D. Bartolomé
Ribas Ozonas. Afio 2006.

— El desarrollo de farmacos. A propésito de la insuficiencia cardia-
ca: luces, sombras, reflexiones y perspectivas. Excmo. Sr. D. Juan
Tamargo Menéndez. Ao 2007.
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— Desarrollo de mamiferos a la luz de los conocimientos cientificos
actuales: su interés sanitario. Excma. Sra. Dfia. Ana M.* Pascual-
Leone Pascual. Ano 2008.

— Consideraciones sobre creencias, farmacia y terapéutica. Excma.
Sra. Diia. Maria del Carmen Francés Causapé. Afio 2009.

— Anecdotario de los primeros anos de la Facultad de Farmacia de
Santiago de Compostela (Siglo XIX): Un recuerdo a sus profeso-
res y alumnos distinguidos. Excmo. Sr. D. José Minones Trillo. Afio
2010.

6. Otras publicaciones

— Diccionario biografico y bibliografico de autores farmacéuticos es-
pafioles. Por el Excmo. Sr. D. Rafael Roldan Guerrero. Tomo I, Afio
1963. Agotado. Tomos II y III, Afio 1975. Tomo IV, Ano 1976.

— Cébdigo Deontolégico Farmacéutico. Editado por el Consejo Gene-
ral de Colegios Oficiales de Farmacéuticos de Espafia. Afio 1991.

— Estatutos y Reglamento de la Real Academia de Farmacia. Textos
refundidos. Afio 1992.

— Triptico explicativo de “El Museo de la Real Academia de Farma-
cia”. Ao 1995.

— Coleccién de tarjetas postales sobre el “Museo de la Real Acade-
mia de Farmacia”. Por la Excma. Sra. Diia. M.* del Carmen Fran-
cés Causapé. Publicada en colaboracién con CAJA MADRID y Fun-
dacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional
de Farmacia. Afio 1998.

— Jornada sobre Atenciéon Farmacéutica. Afio 1998.

— Avance§ de la Ciencias a través del Premio Nobel. Por el Excmo.
Sr. D. Angel Santos Ruiz. Afio 1998.

— El Museo de la Real Academia de Farmacia. Por Excma. Sra. Dia.
M.* del Carmen Francés Causapé. Publicada en colaboracién con
CAJA MADRID y Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la
Real Academia Nacional de Farmacia. Afio 1999.
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— Historia de la Real Academia de Farmacia. por Excmo. Sr. D. To-
ribio Zuniga Sanchez-Cerrudo. Revisado anotado e ilustrado por
la Excma. Sra. Diia. M.* del Carmen Francés Causapé. Afio 2002.

— Lecturas Singulares 1. Del corazén y la mente. Excmo. Sr. D. Ma-
nuel Losada Villasante. Afio 2005.

— Lecturas Singulares 2. Recuerdo y desagravio a Le6n Felipe. Exc-
mo. Sr. D. Mariano Turiel de Castro. Afio 2006.

— Lecturas Singulares 3. La Farmacia en tiempos de Miguel de Cer-
vantes Saavedra. Publicada en colaboracién con CAJA MADRID y
Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Na-
cional de Farmacia. Afio 2006.

— Homenaje a las grandes figuras de las Ciencias Farmacéuticas: Ob-
dulio Fernandez y Enrique Molés. Coordinador: Excmo. Sr. D.
Francisco Gonzalez de Posada. Publicada en colaboracién con la
Fundacién CAJA MADRID, Fundacién “José Casares Gil” de Ami-
gos de la Real Academia Nacional de Farmacia y Amigos de la Cul-
tura Cientifica Academia de Ciencias e Ingenieria de Lanzarote.
Ao 2006.

— En memoria de un maestro. Angel Santos Ruiz. Editora: Dra. Ma-
rfa Cascales Angosto. Afio 2006.

— Diccionario Terminolégico de las Ciencias Farmacéuticas. Publi-
cada en colaboracién con la Fundacion CAJA MADRID, Fundacion
“José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Far-
macia. Ano 2007.

— Lecturas Singulares 4. Fe, esperanza y caridad en el mundo del
medicamento: desde la Grecia clasica a la molecularidad del s.
XXI. Excmo. Sr. D. Mario Sapag-Hagar. Publicada en colaboracion
con CAJA MADRID y Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de
la Real Academia Nacional de Farmacia. Afio 2007.

— Lecturas Singulares 5. Farmacia y Arte. (Ligera vision de la pintu-
ra espafnola a través de Goya, Velazquez y Murillo). Excmo. Sr. D.
Guillermo Tena. Publicada en colaboracién con CAJA MADRID y
Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Na-
cional de Farmacia. Afio 2007.
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— II Encuentro Iberoamericano de Academias de Farmacia (AIAF).
Publicada en colaboraciéon con CAJA MADRID y Fundacién “José
Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Farma-
cia. Ano 2007.

— Lecturas Singulares 6. Breve historia de la experimentacién ani-
mal. Excmo. Sr. D. Alberto Girdldez Davila. Publicada en colabo-
raciéon con CAJA MADRID y Fundacién “José Casares Gil” de Ami-
gos de la Real Academia Nacional de Farmacia. Aiio 2008.

— Homenaje a José Celestino Mutis en el Bicentenario de su falleci-
miento. Sesién Cientifica coordinada por el Excmo. Sr. D. Barto-
lomé Ribas Ozonas. Publicada en colaboracién con CAJA MADRID
y Fundacion “José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia
Nacional de Farmacia. Afio 2008.

— Lecturas Singulares 7. El dilema de muchos espafioles en 1808: ser
leales a Fernando VII o colaboracionistas con José 1. Excmo. Sr.
D. José Antonio Cabezas Fernandez del Campo. Publicada en co-
laboracién con CAJA MADRID y Fundacién “José Casares Gil” de
Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia. Aiio 2009.

— En el 250 aniversario del nacimiento de Vicente Cervantes (1758-
1829): Relaciones cientificas y culturales entre Espafia y América
durante la ilustracién. Coordinadores: Maria Teresa Miras Portu-
gal, Antonio Gonzalez Bueno y Antonio Doadrio Villarejo. Publi-
cada en colaboracion con CAJA MADRID y Fundacién “José Ca-
sares Gil” de Amigos de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Afio 2009.

— La Triaca Magna. Discurso de Recepcion de Académico de Nume-
ro del Excmo. Sr. D. Javier Puerto Sarmiento. Afio 2009.

— La Farmacia y la Quimica: un pais, dos culturas. Discurso de Re-
cepcion de Honor del Excmo. Sr. D. José Elguero Bertolini. Ano
20009.

— Pharmacology of synaptic transmission: an electrophysiologist’s
view. Discurso de Recepcion de Académico de Honor del Excmo.
Sr. Erwin Neher. Afio 2009.

— Reglamento de la Real Academia Nacional de Farmacia. Afio 2009.
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— Lecturas Singulares 8. Agua, fuente de vida. Excmo. Sr. D. Fede-
rico Mayor Zaragoza. Publicada en colaboraciéon con Fundacion
CAJAMADRID y Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la
Real Academia Nacional de Farmacia. Afio 2010.

— Lecturas Singulares 9. La demencia de un rey: Fernando VI (1746-
1759). Sra. Dfia. Rosa Basante. Publicada en colaboracién con
Fundacién CAJAMADRID y Fundacién “José Casares Gil” de Ami-
gos de la Real Academia Nacional de Farmacia. Ano 2010.

— Lecturas Singulares 10. Sinopsis bioclimatica de la tierra y mapas
bioclimaticos de Suramérica. Excmo. Sr. D. Salvador Rivas-Marti-
nez. Publicada en colaboracién con Fundacién CAJAMADRID vy
Fundacién “José Casares Gil” de Amigos de la Real Academia Na-
cional de Farmacia. Afio 2010.

— Ciencia y salud global: la brecha del desarrollo. Discurso de Re-
cepcion de Académico de Numero de la Excma. Sra. Diia. Maria
José Alonso Ferndndez. Afio 2010.
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